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ZUSAMMENFASSUNG
Charakterisierung der Bedeutung von CCR10 für den Podozyten
- Doktorandin: Karin Füller -
Die  Freisetzung  von  Chemokinen  stellt  einen  wichtigen  Mechanismus  in  der
Pathogenese  von  Glomerulonephritiden,  die  letztendlich  in  einer  terminalen
Niereninsuffizienz mit Dialysepflichtigkeit enden können, dar. Huber et al. zeigten
erstmalig,  dass  kultivierte  Podozyten den Chemokinrezeptor  CCR10 funktionell
exprimieren.  Bis  dato  ist  für  CCR10 vor  allem seine  Beteiligung an  der  T-Zell
vermittelten  Hautentzündung  und  seine  Beteiligung  an  dem  Homing von
Lymphozyten zur Mukosa beschrieben worden. 
Ein wesentliches Ziel der Arbeit war es, neue Interaktionspartner des C-Terminus
von CCR10 zu identifizieren,  um Hinweise auf  die  Funktion des Rezeptors  im
Podozyten  zu  erhalten.  Hierfür  wurden  in  mehreren  Affinitätschromatographien
potentielle  Interaktionspartner  isoliert  und  per  Tandem-Massenspektrometrie
identifiziert.  Darunter  befanden  sich  Annexin2  und  p11,  die  intrazellulär  den
heterotetrameren Komplex Calpactin ausbilden. Die Interaktion von Calpactin mit
CCR10 wurde durch Affinitätschromatographien mittels Western-Blots und durch
Co-Immunpräzipitation  in  vitro bestätigt.  Vermutlich  vermittelt  Calpactin  den
Transport von CCR10 zur Zellmembran und/ oder die Verankerung von CCR10 an
bestimmten Domänen der Zellmembran.
Im Weiteren wurde untersucht, ob eine durch Lipopolysaccharide oder Puromycin
ausgelöste Entzündungsreaktion an Podozyten eine veränderte Expression von
CCR10 oder CCL28 induziert.  In der RT-PCR zeigte sich nach Stimulation mit
CCL28 eine verminderte Expression von CCR10 und CCL28.
Ein weiterer Ansatzpunkt war die Phosphorylierung von CCR10 nach Stimulation
mit CCL28 zu untersuchen. In der Co-Immunpräzipitation fanden sich Hinweise,
dass der Rezeptor über Phosphorylierung an einem Serin-Rest reguliert wird.
Schließlich wurde im Rahmen dieser Arbeit noch die Genotypisierung von CCR10-
Knockout-/ und Wildtyp-Mäusen per PCR etabliert. 
Tag der mündlichen Prüfung: 26.03.2010
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1. Einleitung 1
Charakterisierung      der     Bedeutung    von    CCR10    für    den    Podozyten 
Die Expression von funktionellen Chemokinrezeptoren CCR10, CCR4, CCR8,
CCR9,  CXCR1,  CXCR3,  CXCR4  und  CXCR5  in  kultivierten  humanen
Podozyten wurde von Huber et al. 2002 nachgewiesen [45]. 
Diese  Arbeit  setzt  sich  mit  der  Bedeutung  von  CCR10  für  den  Podozyten
auseinander.
Zur Einführung soll zunächst der theoretische Hintergrund beleuchtet werden,
wobei  auf  Podozyten,  Chemokine  und  deren  Rezeptoren  sowie  den
Chemokinrezeptor  CCR10 speziell  eingegangen wird.  Im Anschluss  wird die
Zielsetzung dieser Arbeit formuliert.
Der  Hauptteil  beinhaltet   die  Darstellung  der  angewandten  Methoden,  die
Versuchsbeschreibungen  und  deren  Auswertung  sowie  eine  Diskussion  der
Ergebnisse.  Abschließend  wird  ein  Ausblick  gegeben,  welche  Richtung  die
Erforschung des podozytären CCR10 zukünftig einschlagen kann.
1.     Einleitung                                                                                   
1.1.     Podozyten                                                                             
Karl Zimmermann machte 1929 mit seiner Beschreibung von stark miteinander
verzweigten Zellen in den Nierenkörperchen den Anfang in der Erforschung der
Podozyten [141]. Seitdem haben sich die Kenntnisse um den Podozyten stark
erweitert, vieles ist aber noch ungeklärt. Die folgenden Abschnitte sollen einen
Einblick in die Zellbiologie des Podozyten geben. 
1.1.1.     Der Podozyt als Bestandteil des glomerulären Filters  
1.1.1.1.    Aufbau des Corpusculum renale (Nierenkörperchen)  
Die funktionelle und strukturelle Einheit der Niere ist das Nephron, von dem die
menschliche Niere etwa eine Million enthält.  Die einzelnen Nephrone setzen
sich  jeweils  aus  einem  Nierenkörperchen  (Malpighi-Körperchen,  Glomerula)
und einem daran angeschlossenen Tubulussystem zusammen. 
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Die Glomerula sind Ort des Filtrationsprozesses, bei dem Primärharn aus Blut
abgepresst wird: 
  Abb. 1: Das Nierenkörperchen 
zu A: schematischer Aufbau eines Nierenkörperchens [Bild: Karin Füller]
zu B: mikroskopisches Bild eines Nierenkörperchens [146]
Über  ein  zuführendes  Gefäß  (Vas  afferens)  wird  das  Blut  einem  Netz  aus
miteinander  anastomosierenden  Kapillaren,  dem Glomerulum zugeführt,  dort
ultrafiltriert  und schließlich wieder in einem ableitenden Gefäß (Vas efferens)
drainiert.  Eine  zweiblättrige  Kapsel,  die  sogenannte  Bowman'sche  Kapsel,
umspannt  das  Kapillarkonvolut.  Ihr  parietales  Blatt,  ein  einschichtiges
Plattenepithel,  grenzt  das  Nierenkörperchen  nach  außen  ab.  Ihr  viscerales
Blatt, bestehend aus speziellen Epithelzellen (Podozyten), liegt nur durch eine
gemeinsame  Basalmembran  getrennt  dem  Kapillarendothel  direkt  an.
Gemeinsam bilden Endothel, glomeruläre Basalmembran und Podozyten eine
Filtrationsbarriere, die gewährleistet, dass nur Moleküle bestimmter Größe und
Ladung abfiltriert werden, um dann als Primärharn über den Kapselraum in das
Tubulussystem abzufließen. 
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Abb. 2:   Die Filtrationsbarriere des Nierenkörperchens 
zu A: elektronenmikroskopisches Bild der Filtrationsbarriere 
(Vergrößerung etwa × 11.000, Ausschnitt × 48.000) [101]
zu B: schematischer Aufbau eines Nierenkörperchens [Bild: Karin Füller]
Als  ein weiterer  wichtiger  Bestandteil  des  Nierenkörperchens  sind  noch  die
intraglomerulär lokalisierten Mesangialzellen aufzuführen, die zur Stabilisierung
des Hochdruckkapillarnetzes beitragen,  aber  auch bei  Regulationsvorgängen
(tubuloglomeruläre Rückkopplung) beteiligt sind. 
1.1.1.2.    Struktur der Podozyten       
Bei  den Podozyten handelt  es  sich
um  hoch differenzierte,  polarisierte
Zellen,  die  durch  eine  typische
Zellarchitektur  charakterisiert  sind.
Aus  dem  voluminösen  Podozyten-
Zellkörper, der sich in den Harnraum
der Bowman'schen Kapsel vorwölbt,
entspringen  primäre  Fortsätze  und
ziehen  in  Richtung  der  Kapillare.
Podozyt, Zytoplasma
Nukleus
Sekundärfortsatz: 
„Füßchen“
Basalmembran 
Endothelzelle
Kapillarlumen
A
Podozytenfortsätze mit Filtrationsschlitzen
Basalmembran mit
Lamina rara externa
Lamina densa
Lamina rara interna 
fenestriertes Kapillarendothel
B
Abb. 3: Glomerularkapillare mit Podozyt [145]
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Diese  Primärfortsätze  wiederum  gliedern  sich  in  zahlreiche  sekundäre
Fußfortsätze auf, die die glomeruläre Basalmembran überziehen und auf diese
Weise die Kapillare wie ein dichtes Netzwerk umhüllen [83]. 
Diesem komplexen Aufbau der Podozyten liegt ein spezialisiertes Zytoskelett
als Baugerüst zu Grunde, das für die Stabilisierung des gesamten Glomerulum
essentiell ist. Während Intermediärfilamente wie Vimentin  und Mikrotubuli die
Bauelemente von Primärfortsätzen und zentralem Zellkörper darstellen [42, 57,
140],  enthalten  die  sekundären  Fußfortsätze  ein  dichtes  Netzwerk  aus  den
kontraktilen  Mikrofilamenten  F-Actin,  α-Actinin  und  Myosin  [18].  In  den
Primärfortsätzen  spielt  das  Zytoskelett  damit  eine  wichtige  Rolle  für  den
vesikulären  Transport  von  den  Organellen  des  metabolisch  hoch  aktiven
Zellkörpers  zu  den  organellenarmen  Fortsätzen [123].  In  den
Sekundärfortsätzen besteht  seine  Hauptaufgabe in  der  Ausbildung von Zell-
Zell-  und  Zell-Matrix-Kontakten.  Der  kontraktile  Apparat  der  Podozyten
ermöglicht zudem Zell-Motilität.
Die Fußfortsätze benachbarter Podozyten interdigitieren miteinander, wobei sie
längliche  Schlitze  zwischen  einander  aussparen.  Diese  Schlitze  überspannt
extrazellulär das sogenannte Schlitzdiaphragma, dessen Poren von etwa 30 –
40 nm Weite  den trennschärfsten  Filter  für  Plasmaproteine  darstellen  [108].
Beim Schlitzdiaphragma handelt es sich um einen hoch entwickelten Zell-Zell-
Kontakt, der an das Aktin-Gerüst der Fußfortsätze bindet und Ähnlichkeiten zu
interzellulären Adhärenskontakten ('adherens junctions') aufweist. So enthält es
beispielsweise gleichsam den 'Tight junctions' das Zona occludens - 1 Protein
(ZO-1).  Unter  den  zahlreichen  bisher  identifizierten  Komponenten  der
Schlitzmembran  spielt  besonders   der  Komplex  aus  Nephrin,  NEPH-1  und
Podocin  für  die  Barrierefunktion  eine  wichtige  Rolle.  Nahezu  alle  weiteren
Komponenten der Schlitzmembran stehen mit diesem Komplex in Verbindung
[51, 54]. 
Des  Weiteren  untergliedert  die  Schlitzmembran  die  Podozyten  in  einen
luminalen / apikalen und einen basalen Part. 
Die basale Seite, bestehend aus den Sohlen der Fußfortsätze, vermittelt das
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Anheften der Podozyten über Adhäsionsmoleküle an die  Lamina rara externa
der glomerulären Basalmembran. Zum einen verbinden α
3
β
1
-Integrin-Komplexe
über die  Adaptermoleküle  Paxillin,  Talin  und  Vinkulin  [2,  59],  zum  anderen
Dystroglykane über  Utrophin  [103] die  Basalmembran  mit  dem Aktin-
Zytoskelett. 
Die  luminale  Membran  sowie  die  Schlitzmembran  sind  von  einer  dicken
anionischen  Glykokalix,  die  vor  allem  reich  an  dem  transmembranären
Sialoglykoprotein  Podokalyxin  ist,  bedeckt  [115,  117].  Podokalyxin  ist  über
Adaptermoleküle ebenfalls mit dem Aktin-Zytoskelett verknüpft und übernimmt
im  Podozyten  wichtige  Funktionen.  Durch  seine  negative  Ladung  werden
anionische Plasmamoleküle abgestoßen,  während die Glykokalyx den Raum
zwischen  den  Blättern  der  Bowman'schen  Kapsel  und  zwischen  den
Fußfortsätzen offen hält. Es trägt dazu bei, die Architektur der Fußfortsätze zu
erhalten  [93,  96,  127,  128].  In  Abbildung  4  wird  die  molekulare
Zusammensetzung der Fußfortsätze detailliert dargestellt.
Abb. 4:   Molekulare Zusammensetzung der Fußprozesse 
zu A: Aufbau der Fußprozesse [101]
zu B: Aufbau der Schlitzmembran [54]
Cas – p130Cas 
Cat – Catenine
CD – CD2-assoziiertes Protein 
EZ – Ezrin
FAK – focal adhesion kinase
ILK – integrin-linked kinase 
M – Myosin 
N – NHERF2 
NSCC – nonselective cation channel 
PC – Podocalyxin 
S – Synaptopodin 
TPV – Talin, Paxillin, Vincullin
U – Utrophin 
Z – ZO-1 
B
A
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1.1.2.    Die Funktion der Podozyten       
An  dieser  Stelle  sollen  die  wesentlichen  Funktionen  der  Podozyten  kurz
zusammengefasst werden:
• Gemeinsam  bilden  Kapillarendothel,  glomeruläre  Basalmembran  und
Schlitzdiaphragma die Filtrationsbarriere der Niere. Die Podozyten sind
entscheidend an der Größen- und Ladungsselektivität des Filters beteiligt
und  tragen  zu  40 % den  hydraulischen Widerstand der  glomerulären
Filtrationsbarriere [19].
• Podozyten  stabilisieren  mit  Hilfe  ihres  dynamischen  Zytoskeletts,  das
zahlreiche  Komponenten  des  Glomeruli  miteinander  verknüpft,  die
gesamte  glomeruläre  Struktur.  Im  Zusammenspiel  mit  den
Mesangialzellen antagonisieren sie den transkapillären hydrostatischen
Druck, wirken damit einer Aussackung der glomerulären Basalmembran
entgegen und halten letztendlich das Kapillarlumen konstant [62, 63, 80].
• Es wird  diskutiert,  dass Podozyten dank des kontraktilen  Zytoskeletts
ihrer Fußfortsätze die Filtrationsschlitzweite und damit  die glomeruläre
Filtrationsrate  variieren  können  [100].  Diese  Regulation  scheint  durch
vasoaktive  Substanzen,  beispielsweise  Angiotensin  II,  und  cGMP als
Botenstoff vermittelt zu werden [30, 70, 118, 121].
• Podozyten synthetisieren extrazelluläre Matrix  und zusammen mit  den
Endothelzellen  Strukturproteine  für  die  glomeruläre  Basalmembran  [1,
89].
• Podozyten  sind  zur  Pino-  und  Endozytose  fähig,  so  dass  sie
Immunkomplexe  oder  filtrierte  Makromoleküle  aus  dem  Kapselraum
abräumen können [110].
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1.1.3.     Podozyten als Zielzellen glomerulärer Schädigung  
Die  Podozyten  sind  durch  ihren  komplexen  Aufbau  besonders  anfällig
gegenüber  Schädigungen  und  daher  entscheidend  an  der  Initiation  und
Progression verschiedener primärer und sekundärer Glomerulopathien beteiligt
[120].  Da  sie  schon  früh  in  der  Glomerulogenese  ihre  mitotische  Aktivität
verlieren und ausdifferenzieren, können sie im Falle einer Zellschädigung nicht
durch Zellproliferation regeneriert werden [60]. Am Glomerulum treten dann viel
mehr  Kompensationsmechanismen  wie  eine  Zellhypertrophie  noch  intakter
Podozyten und eine verstärkte Basalmembran-Synthese in Gang .
Glomeruläre  Erkrankungen,  die  mit  einer  veränderten  Podozytenstruktur
einhergehen,  sind  beispielsweise  die  Minimal  Change  Glomerulopathie,  die
fokal-segmentale  Glomerulosklerose  (FSGS),  die  membranöse
Glomerulonephritis  (MGN)   oder  die  diabetische  Nephropathie.  Klinisch
manifestieren  sie  sich  als  nephrotisches  Syndrom  mit  den  Leitsymptomen
Proteinurie,  Hypoproteinämie,  Hyperlipoproteinämie  und  Ödemen.  Bei  einer
anhaltenden  Schädigung  der  Nieren  können  die  Glomerulopathien  in  eine
terminale Niereninsuffizienz münden.
Als gemeinsames morphologisches Korrelat der Podozytenschädigung liegen
meist  retrahierte  und  fusionierte  Fußfortsätze  und  in  Folge  dessen  eine
verringerte  Anzahl  an  Filtrationsschlitzen  vor.  Eine  weitere  Progression  der
Erkrankung  geht  mit  einem  Verlust  von  Podozyten  durch  ihre  irreversible
Ablösung  von  der  glomerulären  Basalmembran  einher.  Als  Endzustand
imponiert das Bild einer Glomerulosklerose, gekennzeichnet durch Fibrosierung
und narbige Verwachsung der Glomeruli [20, 56, 61, 120].
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1.1.4.     Podozyten in der Zellkultur            
Seit mehreren Jahren werden kultivierte Podozyten eingesetzt, um die Zell- und
Molekularbiologie dieser Zellen näher zu erforschen [119]. 
Bei der Entwicklung der Podozyten-Zellkultur musste man anfänglich vor allem
mit dem Problem kämpfen, dass in der Primärkultur eine Ausdifferenzierung zu
reifen  Podozyten  gleichzeitig  die  Unfähigkeit  zur  Proliferation  bedeutete.
Experimente unter Verwendung einer größeren Anzahl von Podozyten waren
dadurch schwierig zu realisieren. 
Den Durchbruch brachte schließlich die Generierung einer Podozyten-Zelllinie,
die eine Mutante des normalen  'Temperatur-sensitive SV40 large T-Antigens'
exprimiert. Mundel et al. verwendeten dazu Podozyten aus einer transgenen,
das  T-Antigen  exprimierenden  Maus  [84].  Analog  etablierten  Saleem  et  al.
später eine humane Podozyten-Zelllinie, indem sie über ein Retrovirus das T-
Antigen  in  humane  Podozyten  einführten  [114].  Diese  beiden  konditionell
immortalisierten Zelllinien benötigen zur Proliferation eine Temperatur von 33°C
(SV40 large T-Antigen intakt) und die Maus-Zelllinie zusätzlich die Zugabe von
γ-Interferon.  Bei  37°C   (SV40  large  T-Antigen  zerstört)  und  Entzug  von  γ-
Interferon stoppen sie ihr Wachstum zur Differenzierung, wobei sie eine Vielzahl
morphologischer  und  immunologischer  Eigenschaften  reifer  Podozyten
ausbilden. Als charakteristische Markerproteine für Podozyten lassen sich an
den ausdifferenzierten Zelllinien Synaptopodin, Nephrin, Podocin und CD2AP
nachweisen.  Auch  wenn  die  Podozyten-Zelllinien  den  in  vivo Verhältnissen
demnach stark entsprechen, sollte man immer berücksichtigen, dass sich die
Funktionen der Zellen während der Kultur verändern können. Außerdem fehlen
in der Zellkultur auch die den Podozyten benachbarten Zellstrukturen wie die
glomeruläre Basalmembran und das Endothel.  
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1.2.     Chemokine und Chemokinrezeptoren    
Der  Aufbau  des  menschlichen  Organismus  aus  etwa  10  Billionen  Zellen
erfordert  ein  effizientes  und  zuverlässiges  System  für  die  interzelluläre
Kommunikation. Diese kann entweder über direkten Zell-Zell-Kontakt oder über
Ausschüttung  löslicher  Botenstoffe,  die  an  spezifische  Rezeptoren  binden,
erfolgen.  Zu  letzteren  zählen  auch  die  Zytokine,  die  die  verschiedensten
Wirkungen  wie  beispielsweise  Proliferation,  Differenzierung,  Apoptose  oder
Immunstimulation  vermitteln  können.  Zytokine,  deren  Hauptaufgabe  darin
besteht,  Zellen  zu  aktivieren  und  ihre  Migration  entlang  des  von  ihnen
aufgebauten Konzentrationsgradienten zu steuern, bilden die Superfamilie der
Chemokine. 
1.2.1.     Chemokine         
Chemokine  sind  kleine  (etwa  8-14  kDa)
Glykoproteine,  die  strukturell  eng
miteinander  verwandt  sind.  Sie  weisen
Homologien  in  ihrer  Aminosäuresequenz,
Länge (75-125 Aminosäuren) und Faltung
auf.  Charakteristisch ist  ein  konserviertes
Motiv  aus  vier  Cystein-Resten,  das  über
Disulfidbrücken  an  der  Ausbildung  des
typischen  'Greek  Key  Motifs' in  der
Tertiärstruktur beteiligt ist [26]. 
Anhand  von  Position  und  Anzahl  der  Cystein-Reste  im  Molekül  werden  die
Chemokine klassifiziert [111]. 
Die beiden größten Familien sind die CC- und die CXC-Chemokine mit über 40
bisher  charakterisierten  Chemokinen. Bei  den  CC-Chemokinen folgen  die
ersten  beiden  N-terminalen  Cysteine  in  der  Aminosäuresequenz  direkt
aufeinander.  Einige  Vertreter  dieser  Gruppe (u.a.  CCL28) besitzen nicht  die
üblichen  vier  sondern  insgesamt  sechs  Cystein-Reste  und  werden  auch
Abb. 5: Tertiärstruktur der Chemokine 
[145]
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C6-CC-Chemokine genannt [66]. 
In  der  Aminosäuresequenz  der  CXC-Chemokine  liegt  hingegen  eine
Aminosäure zwischen den ersten beiden Cystein-Resten. Je nachdem ob die
CXC-Chemokine  zusätzlich  das  Aminosäuremotiv  Glutamat-Leucin-Arginin
(ELR) vor dem ersten Cystein-Rest exprimieren oder nicht,  können sie noch
feiner unterteilt werden (ELR+ / ELR-) [6]. 
Die C-Chemokine, dessen einzige Vertreter bisher die Lymphotaktine (XCL1,
XCL2) darstellen, weisen nur zwei konservierte Cystein-Reste auf [55]. 
Die  vierte  Gruppe  stellen  die  CX3C-Chemokine,  auch Neurotaktine  oder
Fraktalkine  genannt,  bei  denen  die  Cystein-Reste  durch  drei  Aminosäuren
voneinander getrennt werden, dar. Als Besonderheit besitzen sie ebenso wie
CXCL16 einen muzinähnlichen Proteinschwanz, der ihnen die Verankerung in
der  Zellmembran  ermöglicht,  so  dass  sie  löslich  und  membranverankert
vorkommen können. Damit können sie chemotaktische Funktionen übernehmen
oder die Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen und deren anschließende
Extravasation vermitteln [5, 67].
Abb. 6: Struktur der Subfamilien der Chemokine [Bild: Karin Füller]
Sowohl  der  C-Terminus  als  auch  der  N-Terminus  übernehmen  wichtige
biologische Funktionen für die Chemokine. 
Der C-Terminus besitzt eine hohe Affinität zu Glykoproteoglykanen und anderen
anionischen Zuckerresten, so dass Chemokine über ihn an Zelloberflächen und
an extrazellulärer Matrix immobilisiert werden können. Auf diese Weise wird ein
P e p t i d k e t t e
D i s u l f i d b r ü c k e
CC-
Chemokine
CXC-
Chemokine
C-
Chemokine
CX3C-
Chemokine
C
C
C C
C
C
C X C
C
C
C X X X C
C
C
1. Einleitung 11
Konzentrationsgradient  an  gebundenen  Molekülen  aufgebaut,  entlang  dem
Zellen dann gerichtet  wandern können,  was auch als Haptotaxis  bezeichnet
wird  [137]. Daneben können Chemokine auch in löslicher Form vorliegen und
eine Migration von Zellen in Richtung der höheren Konzentration an gelösten
Molekülen, also Chemotaxis, bewirken.
Im Gegensatz dazu spielt  der N-Terminus eine wichtige Rolle in der Ligand-
Rezeptor-Interaktion [4], bei der die Chemokine ihre Wirkung über die Bindung
an entsprechenden Chemokinrezeptoren auf ihre Zielzellen entfalten. 
Chemokine sind in Konzentrationsbereichen von 10-9 bis 10-4 M funktionell aktiv.
1.2.2.     Chemokinrezeptoren       
Bis  heute  wurden  19  verschiedene  Chemokinrezeptoren  identifiziert,  die  in
erster  Linie  auf  der  Zelloberfläche  von  Leukozyten,  aber  auch  von
verschiedenen  anderen  nicht-hämatopoetischen  Zellen  wie  beispielsweise
Podozyten,  Neuronen  oder  Astrozyten  präsentiert  werden  [16,  39,  45].
Entsprechend  der  Chemokinfamilie,  die  an  den  jeweiligen  Rezeptor  bindet,
werden  Rezeptoren  für  CC-Chemokine  (CCR1-10),  CXC-Chemokine
(CXCR1-7),  CX3C-Chemokine  (CX3CR1)  und  C-Chemokine  (XCR1)
unterschieden.
Strukturell  weisen  alle  Chemokinrezeptoren  einen
ähnlichen Aufbau aus ca. 350 Aminosäuren auf.
Insgesamt  sieben  Transmembrandomänen  durchziehen
die  Zellmembran  und  sind  durch  drei  extra-  und  drei
intrazelluläre hydrophile Schleifen miteinander verbunden.
Typischer Weise besitzt die dritte Transmembrandomäne
auf  zytoplasmatischer  Seite  ein  hoch  konserviertes
E/DRY-Motiv.
Das kurze N-terminale Ende ragt aus der Zelle heraus, wo es als spezifische
Bindestelle  für  Chemokine einer  Subfamilie  fungiert.  Dabei  folgt  die  Ligand-
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Abb. 7: 
Chemokinrezeptor [146]
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Rezeptor-Interaktion  in  der  Regel  einem  redundanten  Prinzip.  Das  heißt,
mehrere Chemokine einer Subfamilie können an denselben Chemokinrezeptor
binden  und  vice  versa  kann  ein  Chemokin  mit  verschiedenen  Rezeptoren
interagieren.
Im Zellinneren ist ein heterotrimeres G-Protein üblicher Weise an die zweite
intrazelluläre  Schleife  des  Chemokinrezeptors  gekoppelt  und  stimuliert  nach
Ligandenbindung  zahlreiche  Effektorenzyme  [87].  Durch  die  Bindung  des
Chemokins an den Rezeptor wird dieser aktiviert, ändert seine Konformation
und  aktiviert  seinerseits  das  G-Protein.  GTP wird  abgespalten  und  das  G-
Protein  zerfällt  in  seine α-  und eine βγ-Untereinheit.  In  der  Folge wird eine
Phosphat-Gruppe  vom  GTP  an  der  α-Untereinheit  des  heterotrimeren  G-
Proteins abgespalten und auf verschiedene Kinasen sowie die Phospholipase C
übertragen. Eine komplexe Signalkaskade wird ins Laufen gebracht. 
Zusammengefasst können Chemokine über unterschiedliche Wege Einfluss auf
Migration, Proliferation und Aktivierung ihrer Zielzellen nehmen. 
Abb. 8:   Aktivierung intrazellulärer Signalwege durch Chemokinrezeptoren [147]
Die Abbildung zeigt eine Auswahl von Signalkaskaden, die nach Liganden-Stimulation 
aktiviert werden. Die Pfeile stehen nur teilweise für eine direkte Interaktion der Partner. 
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Über den C-Terminus wird vermutlich die Funktion des Rezeptors reguliert, was
bisher für CCR5 und CXCR4 in Studien gezeigt werden konnte [95, 97]. Nach
Aktivierung  des  Chemokinrezeptors  interagiert  die  βγ-Untereinheit  des  G-
Proteins  mit  G-Protein-gekoppelten-Rezeptor  Kinasen  (GRKs),  die  am  C-
Terminus  Serin-  und  Threonin-Reste  phosphorylieren.  Der  phosphorylierte
Rezeptor  bindet  nun Adaptermoleküle  wie β-Arrestin,  wodurch er  gegenüber
weiterer Stimulation von Chemokinen desensibilisiert wird. Zudem vermittelt β-
Arrestin  über  Clathrin-vermittelte  Endozytose  die  Internalisierung   des
Rezeptors in endosomale Kompartimente der Zelle. Entweder erfolgt dann der
lysosomale  Abbau  des  Rezeptors  oder  ein  Recycling  verbunden  mit  einem
Transport zurück an die Plasmamembran [72, 107].
Eine Sonderstellung unter  den Chemokinrezeptoren nehmen die Rezeptoren
DARC  (duffy),  D6  (CCBP2)  und  CCX-CKR  (CCRL1)  ein,  die  den
Chemokinrezeptoren zwar ähneln, aber nicht die Fähigkeit  besitzen, über G-
Proteine eine Signalkaskade auszulösen. Deshalb werden sie auch als 'silent'-
Rezeptoren  oder  Interzeptoren  bezeichnet.  Im  Gegensatz  zu
Chemokinrezeptoren  können  sie  zwei  Subfamilien  der  Chemokine,  nämlich
CXC- und CC-Chemokine, binden und den gebundenen Liganden anschließend
internalisieren.  Somit  übernehmen  sie  im  Organismus  wahrscheinlich  die
Aufgabe, den Spiegel an zirkulierenden Chemokinen zu regulieren [34].
1.2.3.     Bedeutung von Chemokinen und deren Rezeptoren  
1.2.3.1.    Bedeutung von Chemokinen und deren Rezeptoren im 
Allgemeinen
Initial  ging  man  davon  aus,  dass  die  Chemokine  vor  allem im Dienste  der
angeborenen und adaptiven Immunität ständen und in dieser Funktion selektiv
Zellen des Immunsystems zu entzündeten und verletzten Stellen dirigierten.
Basierend auf ihrem Expressionsmuster und ihrer Funktion im Immunsystem
bezeichnet  man  Chemokine,  die  erst  nach  Stimulation  durch  pro-
inflammatorische Zytokine oder durch Pathogenkontakt sezerniert werden, als
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inflammatorisch  (z.B.  IL-8  [138]).  Sie  führen  zu  einer  Aktivierung  sowie
Rekrutierung von Effektorzellen an den Entzündungsort und können die lokale
Immunantwort verstärken, aber auch den Wundheilungsprozess fördern [28]. 
Davon  sind  homeostatische  Chemokine,  die  konstitutiv  exprimiert  und
sezerniert  werden,  abzugrenzen  [112].  Ihre  wichtigste  Funktion  ist  die
Koordination  der  Zirkulation  von  Lymphozyten  und  antigenpräsentierenden
Zellen zwischen den sekundären lymphatischen Organen und das 'Homing' der
Lymphozyten  zu  ihrem Zielgewebe.  So  ist  CCR7  beispielsweise  mit  seinen
Liganden  CCL19  und  CCL21  für  das  'Homing' von  T-Zellen,  B-Zellen  und
dendritischen Zellen  in die  sekundären lymphatischen Organe verantwortlich
[82].
Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  einige  Chemokine  Eigenschaften  beider
Kategorien besitzen, so dass man von 'dual function'-Chemokinen spricht [81].
Ein  Beispiel  hierfür  stellt  das  Chemokin  CCL20  dar,  das  von  dem Follikel-
assoziierten  Epithel  der  Peyer'schen Plaques  im Darm gebildet  wird.  In  der
Regel wird das Chemokin konstitutiv ausgeschüttet,  um CCR6-exprimierende
B-Zellen  für  das  intestinale  Immunsystem  zu  rekrutieren.  In  Folge
inflammatorischer Stimuli findet die Ausschüttung verstärkt statt [135].
Jedoch würde man den Chemokinen nicht gerecht, wenn man ihre Funktion auf
die Vermittlung der Immunantwort des Körpers beschränkte. Vielmehr hat sich
in den letzten Jahren eine Beteiligung der Chemokine an zahlreichen weiteren
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen gezeigt, wobei an dieser
Stelle nur ein Überblick gegeben werden kann (siehe Abbildung 9). 
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Abb. 9:   Wichtige Funktionen von Chemokinen und deren Rezeptoren  (modifiziert nach [67])
Auch in die Pathogenese von Nierenerkrankungen sind Chemokine und deren
Rezeptoren  involviert.  Die  geschädigten  renalen  Zellen  produzieren  neben
Zytokinen  auch  Chemokine,  was  zur  Infiltration  von  Nierengewebe  durch
Leukozyten  führt.  Die  angelockten  Entzündungszellen  ihrerseits  tragen  zum
renalen  Schaden  bei,  indem  sie  zytotoxische,  inflammatorische  und
profibrotische  Faktoren  freisetzen.  Es  kommt  zu  einer  Proliferation  von
Fibroblasten  und  verstärkter  Matrix-Synthese,  was  die  Progression  des
tubulären Schadens, der renalen Fibrose und der  Glomerulosklerose bis hin
zum chronischen Nierenleiden fördert.
Da  die  Chemokine  also  in  der  Initiation  und  Progression  von
Nierenerkrankungen  eine  große  Rolle  spielen,  gelten  sie  als  eine
vielversprechende Therapieoption [3].
Anders  als  die  Funktion  der  Chemokine  für  die  Niere  ist  die  Funktion  der
Chemokinrezeptoren auf renalen Zellen bis jetzt völlig unklar.
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1.2.3.2.    Bedeutung des Chemokinrezeptors CCR10 und dessen 
Liganden
Chemokin-
rezeptor
Liganden Hauptfunktionen
CCR10
= GPR2
CCL27
= Cutaneous  T-cell-attracting  
   Chemokine (CTACK), SCYA27, ALP,
   IL-11 R-alpha-locus Chemokine  
   (ILC),  Skinkine, ESkine, PESKY 
CCL28
= Mucosae-associated Epithelial   
   Chemokine (MEC), SCYA28, CCK1 
• Homing von T-Helfer-
Lymphozyten zur Haut
• T-Zell vermittelte Entzündung
der Haut
• Rekrutierung von
regulatorischen T-Zellen
('Tregs', T-Helferzellen) und IgA-
sezernierenden 
B-Zellen zur Mukosa
Tab. 1: Überblick über CCR10 und dessen Liganden
Der Chemokinrezeptor CCR10, ursprünglich  'orphan receptor GPR2' genannt,
befindet sich vor allem auf der Zelloberfläche von immunologisch bedeutsamen
Geweben.  Hohe  Expressionsmengen  sind  in  Haut,  Dünndarm,  Kolon,
Lymphknoten  und Peyer'schen-Plaques,  eher  niedrige Level  in  Thymus und
Milz  nachzuweisen [49].
Als Liganden sind CCL27 und CCL28 identifiziert worden, die zu 83% homolog
in ihrer Aminosäuresequenz sind.  Sie binden CCR10 mit  hoher  Affinität  und
lösen über einen Calcium abhängigen Signalweg bei CCR10 exprimierenden
Zellen Chemotaxis  aus. CCL28 interagiert darüber hinaus auch mit CCR3 und
kann CCR3 exprimierende, eosinophile Zellen anlocken [44, 49, 99, 133].
Die Freisetzung beider Chemokine erfolgt konstitutiv, aber Tumornekrosefaktor
TNF-α  und  Interleukin  IL-1β  bewirken  eine  verstärkte  Ausschüttung.  Durch
TNF-α  wird  parallel  die  Expression  von  NF-κB,  der  in  die  Transkription  von
Zytokinen und Chemokinen regulierend eingreift, induziert [92, 132].
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Während  die  Expression  von  CCL27  vor  allem  in  dermalen  Keratinozyten
stattfindet, sind die Epithelzellen des Darms, der Lunge, der Brustdrüsen und
der Speicheldrüsen für den größten Teil der CCL28 Produktion verantwortlich.
Dementsprechend wird über CCL27 hauptsächlich die Wanderung von CCR10
exprimierenden Zellen  zur Haut und über CCL28 zur Mukosa vermittelt. Neben
seiner  chemotaktischen Funktion besitzt  CCL28 eine antimikrobielle  Wirkung
gegenüber gramnegativen und grampositiven Bakterien sowie Candida albicans
[41].
Das  'Homing' von  T-Helferzellen  zur  Haut spielt  eine  wichtige  Rolle  für  die
normale als auch für die erkrankte Haut. Es wird durch das Zusammenspiel von
CCR10  mit  CCL27,  CCR4  mit  CCL17  und  CLA  (Cutaneous  Lymphocyte
Antigen)  vermittelt [124]. 
Vereinfacht  betrachtet  wird  in  Folge  einer  Hautläsion  CCL27  verstärkt
freigesetzt,  wodurch  CCR10  positive  T-Helferzellen  (TH1-  und  TH2-Zellen)
aktiviert  werden und in die Haut  infiltrieren.  Dementsprechend lässt  sich die
Beteiligung  von  CCR10  an  spezifischen  Hauterkrankungen  durch  ein
vermehrtes  Vorkommen  CCR10  exprimierender  TH-Zellen  und  durch  eine
vermehrte  Expression  von  CCL27  /  CCR10  in  Hautbiopsien  festmachen.
Teilweise ist auch der Anteil an CCR10 exprimierenden TH-Zellen im peripheren
Blut nachweisbar erhöht. 
In  Studien  zeigt  sich  eine  Mitwirkung  der  CCR10-CCL27-Interaktion  an
Psoriasis, Atopischer Dermatitis oder Allergischem Kontaktekzem (Allergie Typ
IV)  [43, 77, 104, 131]. 
Auch  eine  'Graft-versus-Host-Disease',  die  sich  als  Komplikation  einer
allogenen Stammzelltransplantation an der Haut manifestiert,  geht mit  einem
hohen Anteil an CD4+ CCR10+ TH-Zellen im peripheren Blut und in der Haut
einher [24]. 
Bei  der  Toxischen  Epidermalen  Nekrolyse  (TEN),  dem  Steven  Johnson
Syndrom (SJS) und anderen leichteren Arzneimittelreaktionen sind CCL27 und
CCR10  für  die  selektive  Rekrutierung  zytotoxischer  Lymphozyten  zur  Haut
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verantwortlich [129].
Des  weiteren  reguliert  CCL27  die  Migration  von  Progenitorzellen der
Keratinozyten  aus  dem  Knochenmark  zur  Haut.  Eine  verstärkte  Infiltration
dieser  Vorläuferzellen  in  verletzte  Haut  beschleunigt  die  Wundheilung,  ohne
einen Effekt auf Angiogenese oder Keratinozyten-Proliferation zu haben [47].
Chemokinrezeptoren sind für die Entstehung organselektiver Metastasen von
Bedeutung,  da  sie  diverse  Prozesse  wie  Chemotaxis,  Adhäsion  und  Zell-
überleben  steuern.  Beispielsweise  wird  die  Entstehung  von  Hautmetastasen
beim Melanom mit  der  Expression von  CCR10 in  Zusammenhang gebracht
[85].  CCR10 und CCL27 stehen in Diskussion das neoplastische Wachstum,
Gewebeinvasion und Lymphknotenbefall  beim malignen Melanom zu fördern.
Sie scheinen dazu beizutragen,  dass die malignen Zellen der Immunantwort
entkommen können [86, 122].  
Beim Kutanen-T-Zell-Lymphom wandern maligne T-Zell-Klone in die Haut ein,
woran  CCR10  wahrscheinlich  mitwirkt.  Der  Chemokinrezeptor  ist  in
Hautbiopsien  beim  Sézary-Syndrom,  bei  der  Mucosis  fungoides  oder  dem
unspezifischen  Kutanen-T-Zell-Lymphom  hochreguliert.  Die  Expression an
CCR10 in Sézary-Zellen korreliert mit deren Epidermotropismus [12, 91].
Neben dem sezernierten Chemokin CCL27 existiert die alternative Spleißform
'PESKY', der das Signalpeptid fehlt. Sie wird in den Nukleus transloziert und
erleichtert vermutlich über Relaxation des Aktin-Zytoskeletts die Migration der
Zelle [32]. 
Für das 'Homing' von Lymphozyten zur Mukosa von Darm, Brustdrüsen, Lunge
oder Speicheldrüsen spielt die CCR10-CCL28-Interaktion eine wichtige Rolle.
Im Intestinaltrakt ist eine besonders effiziente Abwehrbarriere von Nöten, da der
Darm eine große Angriffsfläche bietet  und ständig von oral  aufgenommenen
Pathogenen exponiert ist. 70-80% der Antikörper-produzierenden Plasmazellen
sind in  den Schleimhäuten des Darms lokalisiert  [144].  Ein  funktionierendes
darmassoziiertes  lymphatisches  System  (GALT)  wäre  ohne  Chemokine  und
deren Rezeptoren undenkbar. Insbesondere CCR6, CCR9 und CCR10 tragen
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zum 'Homing' der Lymphozyten und der spezifischen Verteilung der einzelnen
Lymphozytensubpopulationen in der Darmmukosa bei [64].  
Ein wichtiger Bestandteil der mukosalen Abwehr ist die Sekretion von dimerem
Immunglobulin A (IgA) in das Darmlumen, wo es eine Vielzahl von Antigenen
bindet  und  der  Phagozytose  zuführt.  Dazu  wird  IgA  von  subendothelial
gelegenen  B-Lymphozyten  sezerniert  und  per  Transzytose  durch  die
Epithelschicht  geschleust  [13].  Die  IgA  sezernierenden  Zellen  exprimieren
CCR10  und  eine  kleinere  Subgruppe  außerdem  CCR9.  Diese
Chemokinrezeptoren steuern die Wanderung der Plasmazellen in Richtung ihrer
Liganden, CCL28 für CCR10 und CCL25 für CCR9, die von den Epithelzellen
des Darms freigesetzt werden [11, 40].
Auch  im  Laufe  einer  Inflammation  läuft  die  Rekrutierung  von  IgA
sezernierenden  Plasmazellen  in  die  Lamina  Propria  der  Mukosa  unter  der
Mitwirkung  von  CCR10  ab.  Bei  Rotavirus-Infektionen  sind  der  mukosale
Adhäsionsrezeptor  α4β7,  CCR9  und  CCR10  gemeinsam als  verantwortliche
Mediatoren ermittelt worden [25].
Außerhalb  des  Intestinaltrakts  nimmt  CCL28  eine  Schlüsselfunktion  für  die
Akkumulation  von  IgA in  der  Muttermilch  ein.  Während  der  Laktation  wird
CCL28 hochreguliert, so dass vermehrt IgA sezernierende Plasmazellen in die
Brustdrüse  einwandern  und  IgA  abgeben.  Beim  Stillen  wird  das  IgA  als
Bestandteil der maternalen Abwehr auf das Kind übertragen [136].
Die Pathogenese entzündlicher Erkrankungen der Atemwege ist ein weiteres
Gebiet, an dem CCL28 zusammen mit CCR10 mitwirkt [23].
Zur  mukosalen  Abwehr  gehören  weiterhin  regulatorische  T-Zellen,  die  die
Aktivierung  des  Immunsystems  unterdrücken  (T-Suppressorzellen).  Dies  ist
wichtig für die Aufrechterhaltung der Homeostase des Immunsystems und der
Toleranz gegenüber dem Selbst. Meurens et al. haben regulatorische T-Zellen
isolieren  können,  die  CCR10  und  CXCR3  exprimieren.  CXCR3  scheint  die
Rekrutierung  dieser  T-Helferzellen  in  entzündetes  Gewebe  zu  bewirken,
während  CCR10  über  CCL28  zur  Akkumulation  der  T-Helferzellen  an  der
Zelloberfläche der Mukosa führt [75]. 
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Schon in der Fetalzeit  sind  CCL28 in Mukosa sowie CCL25 in Thymus und
Mukosa  nachzuweisen.  Es  wird  angenommen,  dass  sie  wichtig  für  die
Kolonisation fetaler  Gewebe mit  Lymphozyten und für die Entwicklung eines
funktionellen Immunsystems sind [76]. 
Aber  auch  Abseits  von  Haut  und Mukosa  finden sich  weitere  Prozesse,  an
denen CCR10 und seine Liganden beteilgt sind.
Das klassische Hodgkin-Lymphom ist durch neoplastische Hodgkin-Zellen und
Reed-Sternberg-Zellen charakterisiert, die CCR10 und CXCR6 exprimieren. Sie
liegen eingebettet zwischen reaktiven Zellen, zu denen unter anderem CCR10+
Lymphozyten  und/  oder  CCR3+  Eosinophile  zählen.  Die  CCR10/  CCR3-
positiven  Zellen  werden  durch  die  chemotaktische  Wirkung  von  CCL28
angelockt, das von Reed-Sternberg-Zellen ausgeschüttet wird [36].
Weiterhin  vermutet  man,  dass CCR10 an der extranodalen Lokalisation von
EBV-assoziierten  Lymphomen  sowie  EBV-infizierten  B-Zellen  während  der
infektiösen  Mononukleose  mitwirkt  [88].  Für  diese  Zellen  lässt  sich  eine
verstärkte Expression von CCR10 nachweisen.
An einer normalen Aktivität im Hippocampus scheinen die Chemokinrezeptoren
CCR7-10 beteiligt  zu  sein.  Ein   experimentell  ausgelöster  Status  epilepticus
führt zu einem veränderten Expressionsmuster [71].
In einer weiteren Studie, die sich mit der Funktion von Annexin1 auseinander
setzte,  ist  entdeckt  worden, dass Annexin1 auf die Expression einiger Gene
modulierend wirkt und zu einer Hochregulation von CCR10 führt [109].
Für  einige  spezifische  Zellen  ist  die  Expression  von  CCR10  nachgewiesen
worden,  ohne jedoch die Funktion des Rezeptors  für  die  Zelle  aufklären zu
können. So ist CCR10 zum Beispiel in kultivierten Synzytiotrophoblasten und in
Astrozyten detektiert worden [16, 17]. 
Huber  et  al.  wiesen  2000  mittels  RT-PCR nach,  dass  kultivierte  Podozyten
CCR10,  CCR4,  CCR8,  CCR9,  CXCR1,  CXCR3,  CXCR4  und  CXCR5
exprimieren.  Eine Stimulation dieser  Rezeptoren bewirkt  einen zytosolischen
Calcium2+-Anstieg  sowie  eine  erhöhte  Aktivität  der  NADPH-Oxidase,  die  die
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hauptsächliche  Quelle  von  Superoxid-Anionen  darstellt,  was  zu  einer
Aktivierung der Podozyten führt [45].
Bisher unveröffentlichte Daten von Pavenstädt  et al.  zeigen, dass CCR10 in
Podozyten und glomerulärem Endothel  in  Nierenschnitten von Patienten mit
glomerulären  Erkrankungen  hochreguliert  vorliegt,  was  ein  Indiz  für  seine
Beteiligung an Glomerulopathien ist.  Unklar ist bisher, ob die Hochregulation
von CCR10 an der Entstehung der Erkrankung mitwirkt oder als Gegenreaktion
auf die Erkrankung verstanden werden muss. 
Des  Weiteren  führt  eine  Stimulation  von  CCR10  auf  Podozyten  zu  einer
Aktivierung von ERK1/2. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass CCR10
über  die  MAPK/ERK-Signalkaskade  antiapoptotische  Signale  vermittelt,  die
zum Überleben der Zelle führen.
Keinerlei Daten existieren über Regulation, Transport, Signaltransduktion  oder
über die Bedeutung der verschiedenen Domänen des Rezeptors.
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2.     Zielsetzung der Arbeit       
Weltweit  wurde  in  Studien  gezeigt,  dass  einer  von  zehn  Erwachsenen  von
einem  Nierenschaden  betroffen  ist.  Dementsprechend  wichtig  ist  die
Erforschung  von  Nierenerkrankungen  (z.B.  Glomerulopathien)  und  deren
Therapie.
Im  Vorfeld  dieser  Arbeit  wurde  nachgewiesen,  dass  Podozyten  den
Chemokinrezeptor  CCR10  bei  Glomerulopathien  verstärkt  exprimieren  und
dass ERK1/2 durch Aktivierung von CCR10 mit CCL28 stimuliert wird. Darauf
aufbauend sollte sich die vorliegende Dissertation mit  dem Chemokinrezeptor
CCR10 und seiner Bedeutung für den Podozyten auseinander setzen. 
Ein  zentrales  Ziel  auf  diesem  Weg  stellte  die  Identifizierung  und
Charakterisierung von Proteininteraktionspartnern  von CCR10, genauer gesagt
vom C-Terminus von hCCR10, mit Hilfe von Affinitätschromatographien dar.
Der  C-Terminus  des  Rezeptors  bot  sich  aus  diversen  Gründen  für
Interaktionsassays an. 
Der  extrazelluläre  N-Terminus  von  G-gekoppelten  Rezeptoren  ist  als
Bindungsstelle  für  Liganden  gut  untersucht,  während  der  intrazelluläre  C-
Terminus lange Zeit unbeachtet blieb. Erst in jüngerer Vergangenheit fand man
heraus, dass der C-Terminus für die Regulation von Rezeptoren von Bedeutung
ist.  Solche  Untersuchungen  wurden  speziell  für  CCR10  bisher  nicht
durchgeführt. 
Auch schien der 6 kD große C-Terminus für die Affinitätschromatographie gut
geeignet zu sein. Transmembranbereiche wären bei dieser Methode während
der Expression im Zytosol der E. coli Bakterien falsch gefaltet, denaturiert und
abgebaut  worden.  Die  'Loops' wiederum  wären  zu  klein  gewesen  und
außerdem ist ihr 'Signaling' bereits größtenteils gut erforscht. 
Daher sollten durch die Identifizierung von Interaktionspartnern des C-Terminus
weitere Hinweise gewonnen werden, die Aufschluss über die Regulation und
den  Transport  des  Rezeptors  und  /  oder  die  Signaltransduktion  durch  den
Rezeptor geben könnten.
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Die dazu eingeschlagene Vorgehensweise wird  kurz skizziert:
Es wurde zunächst ein Fusionsprotein aus dem C-Terminus von hCCR10 und
Glutathion-S-Transferase  (GST)  rekombinant  hergestellt.  Im nächsten  Schritt
wurden  Affinitätschromatographien (Interaktionsversuche,  'GST-Pulldown')  mit
dem Lysat kultivierter Podozyten durchgeführt und die Proteine mit Hilfe einer
SDS-PAGE aufgetrennt. Banden möglicher Interaktionspartner des C-Terminus
von  hCCR10  wurden  aus  dem  SDS-Gel  ausgeschnitten  und  mittels
Massenspektrometrie identifiziert. 
Schließlich  wurde die  Interaktion  des C-Terminus mit  den neu identifizierten
Proteinen mit einer weiteren Methode, der Co-Immunpräzipitation, verifiziert.
Um etwas über die Beteiligung von CCR10 an entzündlichen Glomerulopathien
zu  erfahren,  wurde  an  kultivierten  Podozyten  eine  Entzündungsreaktion
simuliert. 
Dazu wurden die Podozyten mit dem bakteriellen Endotoxin Lipopolysaccharid
oder dem Antibiotikum Puromycin inkubiert. 
Die  Puromycin-Nephrose  ist  ein  Modell  für  glomeruläre  Erkrankungen.  Bei
Puromycin handelt es sich um ein Antibiotikum (aus  Streptomyces alboniger),
dessen Derivat  Puromycin-Aminonukleosid (PAN) nephrotoxisch ist.  Es greift
zytotoxisch  in  den  Proteinstoffwechsel  ein,  indem  es  direkt  die  ribosomale
Protein-Biosynthese hemmt, die posttranslationale Modifikation von Proteinen
beeinträchtigt und die mRNA Synthese verändert [10, 21, 38]. Zusätzlich kommt
es  zu  einer  inflammatorischen  Reaktion,  an  der  in  vivo Endothelzellen,
Mesangialzellen und Podozyten beteiligt sind. Schon frühzeitig lassen sich bei
der  Puromycin-Nephrose  an  den  Podozyten  histomorphologische
Veränderungen festmachen. Es folgt ein Verlust von Podozyten-Fußfortsätzen
durch deren Retraktion, eine Fusion der Fußfortsätze bis hin zu einer Ablösung
der  aufgetriebenen  Fußfortsätze  von  der  glomerulären  Basal-
membran [8, 46, 113, 134]. 
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Lipopolysaccharide  sind  Bestandteil  der  äußeren  Membran  gramnegativer
Bakterien  und  wirken  stark  antigen.  Sie  triggern  über  die  Freisetzung
zahlreicher  Zytokine  die  Immunantwort  des  Wirtes  und  lösen  eine
Entzündungskaskade  aus.  LPS  kann  damit  als  Modell  für  eine  bakteriell
induzierte Inflammation eingesetzt werden.
Im Anschluss an die Behandlung der Podozyten mit Puromycin oder LPS wurde
mittels  RT-PCR qualitativ  untersucht,  ob  sich  hierdurch  die  Expression  von
CCR10,  CCL28  und  dem costimulatorischen  Protein  B7.1  (CD80),  das  von
vielen Zellen im Falle einer Entzündung exprimiert wird, veränderte.
Ein  weiterer  Ansatzpunkt  war  es,  die  Regulation  des  Chemokinrezeptors
CCR10 zu ergründen.
Die Phosphorylierung gilt  als  einer  der  wichtigsten Regulationsmechanismen
von  biologischen  Vorgängen  in  der  Zelle  und  auch  G-Protein  gekoppelte
Rezeptoren,  denen  auch  CCR10  angehört,  unterliegen  nach  Stimulation
bekannter Maßen einer Regulation durch Phosphorylierung. Nach Bindung an
eine  Aminosäure  nimmt  die  polare  Phosphatgruppe  Einfluss  auf  die
Konformation  des  Proteins.  Dies  wirkt  sich  beispielsweise  auf  den
Aktivierungszustand  des  Proteins  oder  seine  Fähigkeit  zur  Bindung  von
Proteinkomplexen aus. 
In einem Experiment sollte die Phosphorylierung von CCR10 nach Stimulation
mit CCL28 mittels Co-Immunopräzipitation nachgewiesen werden. 
Neben  den  in  vitro -  Studien  sollte  die  Funktion  von  CCR10  auch  in  vivo
erforscht werden, wobei der Fokus auf der Niere lag. Dazu wurden Knockout-
Mäuse eingesetzt, bei denen durch  gezielte genetische Manipulation das Gen
für CCR10 zerstört worden war, so dass der Rezeptor nicht gebildet werden
konnte.
Im  Rahmen  der  Arbeit  ist  die  Genotypisierung  der  CCR10-Knockout-Mäuse
entwickelt worden.
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 3.    Material          
3.1.    Chemikalien         
Chemikalie Hersteller 
1-Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Roth
2-Mercaptoethanol Fluka
2-Propanol Roth
Agarose Roth
Aminosäuren, nicht-essentiell Gibco
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich 
Ampicillin Sigma-Aldrich 
Bovines Serum Albumin (BSA), Fraktion V Biomol
Bromphenolblau  Sigma-Aldrich 
CaCl2 Sigma-Aldrich 
CHAPS Sigma-Aldrich 
Complete Mini, 25 Tabletten Roche 
Complete Mini, EDTA-free, 25 Tabletten Roche 
Coomassie Brilliant Blue R250 / G250 BioRad
Dextrose AppliChem
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich 
Dithiothreitol (DTT) Fluka
dNTPs (Set von dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Promega 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylethyl)-
tetraessigsäure (EGTA)
Roth
Essigsäure Roth 
Ethanol Roth
Ethidiumbromid-Lösung AppliChem
Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom
Glutathion (reduziert) Serva
Glutathion Sepharose (4 Fast Flow) Amersham Bioscience
Glycerin Sigma-Aldrich 
Glycin Omnilab 
Harnstoff Fluka 
HEPES 1 M PAA / Gibco 
Imidazol Roth 
3. Material 26
Interferon-γ Roche 
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich 
Kanamycin Sigma-Aldrich 
Lipopolysaccharid (LPS) Sigma-Aldrich 
Magermilchpulver, Skim Milk Powder Fluka
Methanol AppliChem
Natriumchlorid Merck
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Roth 
Natriumdodecylsulfat (SDS) OLS 
Natriumfluorid Merck 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck 
Natriumhydroxid Sigma-Aldrich 
Natrium-Orthovanadat  Roth 
Natriumpyrophosphat Sigma-Aldrich  
Ni2+-NTA-Agarose Qiagen GmbH 
N-Lauroylsarcosine sodium Sigma-Aldrich  
Paraformaldehyd Fluka 
PBS ohne / mit Ca2+ und Mg2+ (Dulbecco) Bio / PAA 
Penicillin / Streptomycin Gibco
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) AppliChem 
Protein G Sepharose Amersham Biosciences 
Puromycin Aminonukleosid Sigma-Aldrich  
recombinant human CCL28 R&D Systems 
Rotiphorese Gel 30
(30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid) 
Roth 
Salzsäure (HCl) Roth 
TAE-Puffer 50 x AppliChem 
N,N,N',N'-Tetrametyhlethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich 
Thioharnstoff (Thiourea) Fluka 
Tris-hydroxymethyl-aminohexan (Tris) OLS 
Triton X-100 Roth 
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat) AppliChem 
Tab. 2: Chemikalien
3. Material 27
3.2.    Stammlösungen, Puffer und Medien      
Je  nach  den  Erfordernissen  wird  deionisiertes  Wasser  (d  H2O),  zweifach
deionisiertes  Wasser  (dd  H2O)  oder  steriles  Wasser  verwendet,  um  die
Lösungen anzusetzen.
3.2.1.    Stammlösungen und Puffer       
Stammlösung / Puffer Zusammensetzung 
Molekularbiologische Methoden: Agarose-Gelelektrophorese
20.000 x Ethidiumbromid 25 mmol/l Ethidiumbromid 
50 x TAE-Puffer, pH 5,8 1 mol/l Tris-HCl
2,85 % (v/v) Eisessig
50 mmol/l  Na2EDTA·2H2O 
Proteinbiochemische Methoden: Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SDS-Sammelgel (5 %)
(pro Gel) 
0,5 ml 
0,38 ml 
0,1 ml 
0,1 ml
4  µl
2,1 ml 
30 % Acrylamid- / Bisacrylamidmatrix
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8
10 % SDS
10 % APS
TEMED 
H2O
SDS-Trenngel (12 %)
(pro Gel) 
4 ml 
2,5 ml 
0,1 ml 
0,1 ml
4  µl 
3,3 ml 
30 %  Acrylamid- / Bisacrylamidmatrix
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
10 % SDS
10 % APS
TEMED 
H2O
SDS-Trenngel (15 %)
(pro Gel) 
5 ml 
2,5 ml 
0,1 ml
0,1 ml
4  µl 
2,3 ml 
30 %  Acrylamid- / Bisacrylamidmatrix
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
10 % SDS
10 % APS
TEMED 
H2O
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SDS-Probenpuffer (2 x Lämmli) 20 % (v/v) β-Mercaptoethanol 
4 % (w/v) SDS 
20 % (v/v) Glycerin
8 mmol/l Tris, pH 6,8 
3 µmol/l Bromphenolblau 
10 x Laufpuffer  250 mmol/l Tris-HCl 
2 mol/l Glycin
0,1 % (w/v) SDS
Proteinbiochemische Methoden: Färbung mit Coomassie
Fixierlösung 25 % (v/v) Propanol
10  % (v/v) Essigsäure 
Coomassie Brilliant Blue -
Färbelösung 
0,26  % (m/v) Coomassie Briliant Blue R250 
10 % (v/v) Essigsäure 
45 % (v/v) Methanol
Coomassie-Entfärbelösung I  10 % (v/v) Essigsäure 
45 % (v/v) Methanol
Coomassie-Entfärbelösung II 5 % (v/v) Essigsäure 
5 % (v/v) Methanol
Proteinbiochemische Methoden: Western-Blot Analyse
1 x Transferpuffer, pH 8,2-8,4  25 mmol/l Tris-HCl
192 mmol/l Glycin
20% (v/v) Methanol
TBS (Tween) 20 mmol/l Tris-HCl
137 mmol/l NaCl 
(0,5 % (v/v) Tween 20) 
10 x PBS, pH 7,4 1,37 mol/l NaCl
26,8 mmol/l KCl
78,1 mmol/l Na2HPO4·2H2O
14,7 mmol/l KH2PO4
Blockierungspuffer I 1 % BSA Fraktion V in PBS
Blockierungspuffer II 10 % (w/v) Magermilchpulver in TBST
Stripping-Puffer 62,5 mmol/l Tris-HCl, pH 6,8 
2 % (w/v) SDS
100 mmol/l β-Mercaptoethanol 
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Proteinbiochemische Methoden: Zellaufschluss mit N-Lauroylsarcosin zur
Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen
STE-Puffer 150 mmol/l Tris-HCl, pH 8,0
150 mmol/l NaCl
1 mmol/l EDTA 
PBS-Tween 0,5 % Tween 20 in PBS 
Lysozym-Stammlösung 1 % Lysozym
Proteinbiochemische Methoden: Zellaufschluss unter nativen Bedingungen
zur Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 
Column-Puffer 200 mmol/l NaCl
50 mmol/l Tris-HCl
5 mmol/l EDTA
1 % (v/v) Triton X-100
Elutionspuffer 50 mmol/l Tris-HCl, pH 8,0
10 mmol/l reduziertes Glutathion
Proteinbiochemische Methoden: Zellaufschluss unter nativen Bedingungen zur
Aufreinigung von 6 x HIS markierten Fusionsproteinen
Lyse-Puffer, pH 8,0 50 mmol/l NaH2PO4·H20 
300 mmol/l NaCl
10 mmol/l Imidazol
Wasch-Puffer, pH 8,0 50 mmol/l NaH2PO4·H20 
300 mmol/l NaCl 
20 mmol/l Imidazol
Elutionspuffer, pH 8,0 50 mmol/l NaH2PO4·H20 
300 mmol/l NaCl 
250 mmol/l Imidazol
Proteinbiochemische Methoden: 'Pulldown' 
Standard-
Immunpräzipitationspuffer, 
IP-Puffer
20 mmol/l Tris-HCl, pH 7,5 
25 mmol/l NaCl 
50 mmol/l NaF
15 mmol/l Na4P2O7
1 mmol/l EDTA
1 % (v/v) Triton X-100 
0,25 mmol/l PMSF
5 mmol/l Na3VO4
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Arbeiten mit Eukaryoten: Transfektion 
2x HEBS, pH 7,05 50 mmol/l HEPES 
280 mmol/l NaCl
10 mmol/l KCl
1,5 mmol/l Na2HPO4·H2O
12 mmol/l Dextrose
Arbeiten mit Eukaryoten: Gewinnung von Zellextrakten 
(jeweils unter Zusatz von Protease-Inhibitoren (Complete mini, Roche))
Lysepuffer nach Martin Bek
(nativ)
20 mmol/l Tris-HCl
100 mmol/l NaCl
2 mmmol/l EDTA
2 mmol/l EGTA
0,1 % (w/v) SDS
1 % (v/v) Triton X-100
2 mmol PMSF 
Lysepuffer nach Kim et al.
(denaturierend) 
20 % (v/v) β-Mercaptoethanol
0,8 % (w/v) SDS
0,25 mol/l Tris-HCl, pH 6,8
Harnstoff-Lysepuffer 
(denaturierend)
7 mol/l Harnstoff
2 mol/l Thioharnstoff
4% (v/v) CHAPS
40 mmol/l DTT 
Arbeiten mit Prokaryoten: Induktion der Proteinexpression 
1 M Isopropyl-β-D-thiogalactosid sterilfiltrieren, bei –20 °C lagern 
Tab. 3: Stammlösungen und Puffer
3.2.2.    Wachstumsmedien für Pro- und Eukaryoten    
Für  Anzucht  und  Kultivierung  von  Pro-  und  Eukaryoten  werden  Medien
eingesetzt,  die  speziell  an  die  Nährstoff-Bedürfnisse  des  Organismus
angepasst  und  so  Grundlage  für  ein  optimales  Wachstum  sind.  Um  eine
Kontamination  mit  anderen  Mikroorganismen  zu  vermeiden,  werden  die
verwendeten Lösungen direkt nach der Herstellung im Autoklaven sterilisiert.
Hitzeinstabile Lösungen werden sterilfiltriert.
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Medium / Lösung Zusammensetzung
Wachstumsmedien für E. coli
Zur  Selektion  werden  den  Nährböden  zusätzlich  Antibiotika  beigefügt  (Endkonzentration
Kanamycin  35 mg/l,  Ampicillin  100 mg/l),  die  das  Wachstum bestimmter  Mikroorganismen
begünstigen und unerwünschter Bakterien durch Blockade der Zellwandsynthese (Ampicillin)
oder  durch  Inhibition  der  Proteinsynthese  (Kanamycin)  supprimieren.  Da  Antibiotika
hitzeinstabil sind, sollten sie einem Medium nur zugegeben werden, wenn dieses auf unter 55
°C abgekühlt ist.
• LB-Medium 20 g / l LB Broth aus 10 g/l Bacto-Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
10 g/l Natriumchlorid 
pH 7,0
LB-Agar 1,5 % Agar in LB-Medium
Ampicillin-Stammlösung 100 mg/ml 
Kanamycin- Stammlösung 35 mg/ml
Wachstumsmedien für Eukaryoten - Zellkultur
FCS 30-45 min bei 56 °C inaktivieren, dann bei -20 °C lagern
'Goodies' 0.5 ml 
0.5 ml 
0.5 ml 
2,5 ml 
5 ml 
nicht-essentielle Aminosäuren 100 x
100 mM Natriumpyruvat
10 mg/ml Insulin-Transferrin-Natrium-Selenit
1 M  HEPES
1 %iges Penicillin / Streptomycin 
10 U/ml Interferon-γ Stammlösung Interferon-γ (20 µg/ml = 100.000 U / ml)
1:10.000 verdünnen, bei –20 °C lagern 
Medium für die
Zelllinie HEK 293T
37 °C 500 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) mit  
                         Glucose und L-Glutamin (PAA)
+ 10 % hitzeinaktiviertes FCS + Fe (Cell concept)
Medium für  humane
Podozyten (AB8)
33/37 °C 500 ml RPMI 1640 inklusive L-Glutamin (PAA)
+ 1,8 % Goodies 
+ 10 % hitzeinaktiviertes FCS (Cell concept)
Medium für Maus-
Podozyten ('Endlich')
33 °C 500 ml RPMI 1640 inklusive L-Glutamin 
+ 10 % hitzeinaktiviertes FCS
+ 50 µl Interferon-γ (10 U/ml) 
Medium für Maus-
Podozyten ('Endlich')
38 °C 500 ml RPMI 1640 inklusive L-Glutamin 
+ 10 % hitzeinaktiviertes FCS 
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Medium für Maus-
Podozyten ('K8')
33 °C 500 ml RPMI 1640 inklusive Glutamin
+ 5 % hitzeinaktiviertes FCS
+ 50 µl Interferon-γ (10 U/ml) 
Medium für Maus-
Podozyten ('K8')
37 °C 500 ml RPMI 1640 inklusive Glutamin 
+ 10 % hitzeinaktiviertes FCS
+ 50 µl Interferon-γ (10 U/ml) 
Tab. 4: Wachstumsmedien für Pro- und Eukaryoten
3.3.    Reagenziensysteme        
Die Reagenziensysteme ('kits') dienen der Vereinfachung, Beschleunigung und
Standardisierung einiger Versuchsabschnitte. Die Durchführung der Versuche
erfolgt nach Protokoll des jeweiligen Herstellers.
Reagenziensystem Hersteller 
Reagenziensystem zur Aufreinigung von RNA-Produkten 
High Pure RNA Isolation Kit Roche
Reagenziensystem zur Plasmid-Maxipräparation 
Qiagen Plasmid Maxi Kit (25) Qiagen AG
Reagenziensystem zur Entwicklung von Western Blots 
Lumi Light Western Blotting Substrate Roche
Lumi Light PLUS Western Blotting Substrate Roche, Mannheim 
Reagenziensystem zur Isolierung genomischer DNA der Maus
DNA Isolation Kit, Mouse Tail Kit, Puregene Gentra/Biozym
Tab. 5  : Reagenziensysteme 
3.4.    Enzyme und Molekulargewichtsstandards     
3.4.1.    Enzyme          
Enzyme  beschleunigen  substratspezifisch  eine  bestimmte  Reaktion,  ohne
verbraucht  zu  werden.  Ihr  Wirkungsoptimum  hängt  von  pH-Wert  und
Temperatur ab. Die Hersteller liefern daher zu den Enzymen optimierte Puffer,
deren Zusammensetzung den Datenblättern der Hersteller zu entnehmen ist.
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Enzym Hersteller
GoTaqDNA Polymerase (5 U/µl) Promega
Lysozym AppliChem 
M-MLV Reverse Transcriptase, RNase H (-)
Point Mutation (100-200 U/µl) Promega 
Trypsin Invitrogen 
Tab. 6: Enzyme
3.4.2.    Molekulargewichtsstandards       
Marker  bestehen  aus  DNA-Fragmenten  oder  Proteinen  bekannter,
unterschiedlicher Größe. Während der Elektrophorese werden die Standards
nach ihrer  Größe und Ladung aufgetrennt,  so dass eine Eichgrade ermittelt
werden  kann.  Dies  ermöglicht,  dass  die  Größe  jedes  beliebigen  DNA-
Fragments / Proteins bestimmt werden kann.
Marker Hersteller
100 bp - DNA - Leiter Promega
1 kb - DNA - Leiter Promega 
6 x Loading Dye Solution MBI Fermentas 
Protein - Leiter, Precision Plus Protein Dual
Color Standards 
Biorad 
Tab. 7: Molekulargewichtstandards
 d
Abb. 10: DNA-Leiter Abb. 11: Protein-Leiter
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3.5.    Immunglobuline          
3.5.1.     Primäre Antikörper       
Antikörper Immunogen Hersteller
Antikörper gegen CCR10 
Goat Polyclonal IgG
to human CCR10
External Cellular
Domain 
synthetisches Peptid aus den AS 9-31 von
hCCR10 
Capralogics 
Rabbit Polyclonal
Antibody to CCR10 
synthetisches  Peptid  aus  den  AS  350-362  von
hCCR10, deren Sequenz bei Maus und Mensch
identisch ist 
→ spezifisch für CCR10 von Mensch und Maus 
Imgenex
Antikörper gegen p11
Mouse Monoclonal
IgG to p11 
S100A10 vom Schwein 
→ spezifisch für p11 von Schwein, Mensch 
     und Rind (nicht: Maus, Ratte) 
Swant
Goat Polyclonal IgG
to human p11 
rekombinantes humanes p11 aus E. coli 
→ spezifisch für humanes p11 
R&D Systems
Antikörper gegen Annexin2
Mouse Monoclonal
IgG1 to Annexin 2 
synthetisches  Peptid  des  humanen  Annexin2
(AS 123-328) 
Acris Antibodies
Rabbit Polyclonal
Antibody to
Annexin2  Monomer 
synthetisches  Peptid  aus  den  AS  9-30  vom
N-Terminus  von  Annexin2,  monomer  gekoppelt
an KLH (keyhole limpet hemocyanin) 
Acris Antibodies
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Antikörper gegen phosphorylierte Aminosäuren 
Mouse Monoclonal
Anti-Phospho-
tyrosine Antibodies 
Klon  IgG 2b
4G10 
Phosphotyrosin gekoppelt an KLH Biomol
Mouse Monoclonal
Anti-Phosphoserine
Antibodies 
Klone IgM
 
           IgG
1C8 
4A3
4A9 
4H4
16B4
7F12 
Phosphoserin gekoppelt an KLH Biomol
Mouse Monoclonal
Anti-Phospho-
threonine Antibodies 
Klone IgG 4D11
14B3
1E11 
Phosphothreonin gekoppelt an KLH Biomol
Antikörper gegen 'Tags' von Fusionsproteinen 
Goat Anti-GST
Polyclonal Antibody 
GST Amersham
Biosciences
Mouse Monoclonal
IgG1 to Flag M2/
Anti-Flag M2 
Flag-Epitop N-Terminus, Met-N-Terminus und C-
Terminus von Flag-Fusionsproteinen 
Sigma-Aldrich 
Rat Monoclonal Anti-
HA (Klon 3F10)
HA  Peptidsequenz  (YPYDVPDYA)  vom
Hämagglutinin  Protein  des  humanen  Influenza
Virus
Roche 
Mouse Monoclonal
Anti-His Antibody
His 6-Tag Sigma-Aldrich
Tab. 8: Primäre Antikörper
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3.5.2.     Sekundäre Antikörper       
Antikörper Hersteller
HRP (Horse Radish Peroxidase) konjugierte Antikörper 
Peroxidase-conjugated AffiniPure Donkey
Anti-Goat IgG (H+L)
(0,8 mg/ml) 
Dianova / Jackson Immuno Research
Laboratories
Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Mouse IgG (H+L)
(0,8 mg/ml) 
Dianova / Jackson Immuno Research
Laboratories
Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L)
(0,8 mg/ml) 
Dianova / Jackson Immuno Research
Laboratories
Tab. 9: Sekundäre Antikörper
3.6.     Primer         
Primer sind chemisch synthetisierte Oligonukleotide (20-30 bp), die aufgrund
ihrer Basenabfolge spezifisch an das 3' Ende komplementärer DNA-Abschnitte
binden. Sie sind erforderlich, um mittels Polymerasekettenreaktion bestimmte
DNA-Abschnitte zu amplifizieren. Die Primer wurden von Operon oder MWG-
Biotech/Ebersberg bezogen und liegen alle in einer Ausgangskonzentration von
100 µM vor.
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3.6.1.     Primer für die reverse Polymerasekettenreaktion    
Primer Sequenz Länge des
Amplifikats (bp)
Primer zur reversen Transkription von mRNA 
Oligo(dT)-Primer von Promega 
Primer zur Amplifikation der Ladungskontrolle 
mouse 
GAPDH 
sense  
antisense 
5' - AAC TTT GGC ATT GTG GAA GG - 3' 
5' - ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA - 3' 
222
mouse 
GAPDH long
sense 
antisense 
5' - TCA ACG ACC CCT TCA TTG AC - 3' 
5' - ATG TAG GCC ATG AGG TCC AC - 3' 
891
human Actin sense 
antisense 
5' - GGA CTT CGA GCA AGA GAT GG - 3' 
5' - AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG - 3' 
233
Primer zur Amplifikation von CCR10 
mouse
CCR10 
sense 
antisense 
5' - TGC CAT CTC AGG CCT CTA CT - 3' 
5' - CAG CCA CAC GAA GAC TGA AA - 3' 
159
human
CCR10 
sense 
antisense 
5' - GCC ATT ACT CTG GGG ATG AA - 3'
5' - CAG ACT CCA GCC CTG AAG AG - 3' 
289
Primer zur Amplifikation von CD80, CCL28 und p130 
B7.1 (CD80) sense 
antisense 
5' - GGT GGG CAC AGA AGT AGC TC - 3' 
5' - GCA GCA CTT TGC CTG ACA TA - 3' 
250
B7.1 (CD80) sense 
antisense 
5' - CAC CTC TCC TGG TTG GAA AA - 3' 
5' - AGC AGT AGG TCA GGC AGC AT - 3' 
285
human
CCL28
Variante 1 
sense 
antisense
5' - GCT GAT GGG GAT TGTGAC TT - 3' 
5' - CCC TGA TGT GCC CTG TTA CT - 3' 
187
Primer zur Amplifikation von p11
human  p11 sense 
antisense 
5' - CCT CTG GCT GTG GAC AAA AT - 3' 
5' - TAA GCG ACC CTT TGG ACA AC - 3' 
203
mouse  p11 sense 
antisense
5' - GCG ACA AAG ACC ACT TGA CA – 3' 
5' - TTT CTT CCC CTT CTG CTT CA - 3' 
229
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Primer zur Amplifikation von Annexin2
mouse
Annexin2
sense 
antisense
5' - CAC CAA CTT CGA TGC TGA GA - 3' 
5' - CAA AAT CAC CGT CTC CAG GT - 3' 
210
human
Annexin2
Variante 2 
sense 
antisense
5' - CTC TAC ACC CCC AAG TGC AT - 3' 
5' - TCA GTG CTG ATG CAA GTT CC - 3' 
211
human
Annexin2
Test 
sense 
antisense
5' - TCT ACT GTC CAC GAA ATC CT - 3' 
5' - GGA AGC TTT TAG TTC CGA AG - 3' 
338
Tab. 10: Primer für die RT-PCR
3.6.2.     Primer für die Genotypisierung der Knockout-Mäuse  
Primer Sequenz 
CCR10
k.o. - Maus
sense 5' - CGG AGA AAC CCT TGT AGC C - 3'
CCR10
k.o. - Maus
(EGFP-Gen)
antisense 5' - GGT CTT GTA GTT GCC GTC - 3'
CCR10
Wildtyp -
Maus
antisense 5' - ATA ACA GGC TGC CAT GAC G - 3'
Tab. 11: Primer für die Genotypisierung der  Knockout -Mäuse 
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3.7.     Vektoren              
3.7.1.     Plasmidvektoren        
Prokaryotische Expressionsvektoren 
pGEX-4T-1 pGEX-4T-1 ist ein Expressionsvektor, der für die Glutathion-S-Transferase aus
Schistosoma japonicum codiert  und  mit  dessen  Hilfe  GST-Fusionsproteine
hergestellt werden können [35]. 
Die Expression des Fusionsproteins wird durch einen tac-Promotor, ein Hybrid
aus einem trp- und einem lac-Promotor, kontrolliert. Zusätzlich trägt der Vektor
das Gen für  den Repressor  lacIq,  der  an  den  Operator  des  lac-Promotors
bindet und so eine Expression unterbindet. Erst durch Zugabe des Lactose-
Derivats IPTG startet die Proteinexpression, indem IPTG lacI inaktiviert und
den tac-Promotor induziert. Der Vektor trägt ein Ampicillin-Resistenz-Gen. 
pET28a(+) Das Expressionssystem der pET-Vektoren steht unter Kontrolle des starken
T7-Promotors, an den die von speziellen E. coli-Stämmen gebildete T7-RNA-
Polymerase binden und mit der Transkription beginnen kann. 
Der hier verwendete pET28(+)-Vektor trägt die kodierende Sequenz für einen
6 x His-Tag, der N-terminal von der klonierten cDNA liegt [125], so dass nach
Expression  ein  Fusionsprotein  mit  N-terminaler  6  x  Histidin-Markierung
vorliegt. Weiterhin enthält der Vektor eine optionale C-terminale Sequenz für
einen  His-Tag,  den  T7lac-Promotor,  f1Ori  sowie  ein  Kanamycin-Resistenz-
Gen. 
Eukaryotische Expressionsvektoren 
pcDNA3 Der  pcDNA3-Vektor  enthält  einen  P(CMV)-Promotor,  der  eine  starke
konstitutive  Expression  der  folgenden cDNA in  zahlreichen  mit  dem CMV-
Virus  immortalisierten  Zelllinien  erlaubt.  Der  Vekor  trägt  ein  Ampicillin-
Resistenz-Gen  zur  Selektion  transformierter  E.  coli sowie  ein  Neomycin-
Resistenz-Gen unter Kontrolle des SV40-Promotors, die sich für die stabile
Expression  durch  Selektion  transfizierter  Zellen  mit  dem Neomycin-Derivat
Geneticin ausnutzen lässt.
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pEGFP pEGFP-Vektoren besitzen ein durch Mutation modifiziertes,  aus der  Qualle
Aequorea victoria isoliertes Wildtyp-GFP (green fluorescent protein), das eine
emission  maximum =  507 nm)  verschobene Fluoreszenz und eine  höhere
Expression in Säugerzellen aufweist [53]. Die Expression steht unter Kontrolle
eines  CMV-Promotors  und  weist  eine  SV40-Polyadenylierungsstelle  auf.
Mittels  Neomycin-Resistenz-Gens  unter  Kontrolle  eines  SV40-Promotors
können  transfizierte  eukaryotische  Zellen  selektioniert  werden;  ein
Kanamycin-Resistenz-Gen ermöglicht die Selektion transformierter Bakterien.
Tab. 12: Vektorplasmide
3.7.2.     Vektorkonstrukte        
Plasmid Beschreibung Referenz 
pGEX-4T-1/
hCCR10-CT
Klon 11 / Klon 16 
Das  Konstrukt  enthält  die  für  die  AS  313-361
kodierende Region vom humanen CCR10 C-Terminus.
Mittels des Vektors wird ein Fusionsprotein von 32 kD,
das aus GST und dem humanen CCR10 C-Terminus
zusammengesetzt  ist,  exprimiert  (CCR10-CT:  6  kD,
GST: 26 kD). 
Christina Schäfer,
AG Pavenstädt 
PET / p11 Das Konstrukt  kodiert  für  das 6  x  Histidin markierte
Fusionsprotein 6His-p11.
AG Gerke 
PET / BICD2C Das Konstrukt  kodiert  für  das 6  x  Histidin markierte
Fusionsprotein 6His-BICD2C.
Eva-Maria
Schurek,
AG Pavenstädt 
PCDNA3 /
CCR10-CT-HA 
In  die  Multiple  Cloning  Site  des  Ausgangsvektors
wurde über EcoRI / XbaI die 189 bp große cDNA von
CCR10-CT–HA eingefügt. Das Fusionsprotein besitzt
N-terminal den HA-Tag. 
Christina Schäfer,
AG Pavenstädt 
PCDNA3 /
hCCR10-CT-FLAG 
Das  Konstrukt  enthält  ein  über  die  Schnittstellen
EcoRI / XbaI kloniertes 177 bp großes Fragment, das
für  den  C-Terminus  von  CCR10  und  N-terminal  für
einen Flag-Tag kodiert (CCR10-CT-Flag: 42 kD). 
Christina Schäfer,
AG Pavenstädt
Tab. 13: Vektorkonstrukte
3. Material 41
3.8.     Organismen        
3.8.1.     Bakterienstämme        
Die  in  der  Arbeit  zur  Amplifikation  von  DNA  oder  zur  Proteinexpression
verwendeten E. coli  - Stämme werden in Tabelle 14 aufgeführt.  E. Coli  sind in
der  Anwendung  vorteilhaft,  da  sie  unter  einfachen  preisgünstigen
Kulturbedingungen zu hohen Zelldichten heranwachsen, umfassend bekannt 
und leicht genetisch zu manipulieren sind.
Bezeichnung Beschreibung Referenz 
Klonierungsstämme 
Klonierungszellstämme  dienen  im  Allgemeinen  der  Amplifikation  von  zuvor  konstruierten
Plasmiden und weisen zu diesem spezifischen Verwendungszweck einige Genmutationen auf.
Wichtig ist zum Beispiel, dass die Klonierungszellstämme restriktions (Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173)- und rekombinations (recA)- defizient sind, so dass eingebrachte Plasmide
nicht  durch  Rekombination  mit  der  DNA der  Wirtszelle  verändert  oder  in  diese  eingebaut
werden können. Die Endonuklease ist mutiert (endA), was die Qualität isolierter Plasmid-DNA
verbessert. Standardmäßig wird der Stamm DH5α eingesetzt.
DH5α F- Ф80d lacIZΔM15Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1
tonA hλsdR17(rK-,  mK+)  phoA supE44  thi-1  gyrA96
relA1
Christina Schäfer
Expressionsstämme 
Der Stamm  E.coli  BL21 wird für die Überexpression rekombinanter Proteine verwendet und
eignet sich für Plasmide mit Promotoren für die E. Coli  eigene RNA-Polymerase (z.B. pGEX-
Vektoren). 
Der Stamm BL21(DE3) besitzt einen lysogenen Bakteriophagen DE3, einen Abkömmling des
Phagen lambda (λ-DE3-Lysogen). Dieser enthält einen lacUV-Promotor, ein unter der Kotrolle
des Promotors stehende Gen für die T7-RNA-Polymerase sowie ein Gen für das konstitutiv
gebildete Repressorpeptid lacI. Durch Zugabe von Lactose oder deren Derivat IPTG wird der
Repressor lacI inaktiviert und das Operon dereprimiert. Dadurch wird die Synthese der T7-
RNA-Polymerase induziert, was wiederum die Transkription des Zielgens, das unter Kontrolle
des T7-Promotors steht, zur Folge hat. Die sehr hohe Affinität der T7-RNA-Polymerase zu dem
T7-Promotor  bedingt  eine  höhere  Transkriptionsrate  an  mRNA  und  damit  höhere
Proteinausbeute im Vergleich zu anderen, schwächeren Promotoren. BL21 (DE3) eignet sich
für pET-Vektoren.
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Eine Besonderheit des BL21 Stammes ist, dass er nahezu Protease-defizient ist (ompT), was
einen Proteinabbau bei der Herstellung rekombinanter Proteine verhindert. Eine Mutation im
RNaseE-Gen  (rne131)  verhindert  die  intrazelluläre  Degradation  von  mRNA,  wodurch  die
Proteinausbeute erhöht wird.
Nachteilig  ist  die  fehlende  Fähigkeit  der  Bakterien  zur  posttranslationalen  Modifikation der
Fusionsproteine, wodurch z.B. eine notwendige posttranslationale Acetylierung von Annexin2,
die entscheidend für die Affinität und Bildung des heterotetrameren Komplexes mit S100A10
ist, nicht erfolgt. Ebenfalls unvorteilhaft kann sein, dass die Expressionsprodukte in 'inclusion
bodies' vorliegen können. 
BL21 F- ompT hsdSB (rB
- mB-)gal dcmrne131 AG Pavenstädt
BL21 (DE3) F- ompT hsdSB (rB
- mB-)gal dcmrne131 (DE3) AG Pavenstädt
Tab. 14: Bakterienstämme
3.8.2.     Nieren-Zelllinien        
Bezeichnung der Zelllinie Beschreibung 
human 
HEK 293T • humane  embryonale  Nierenepithel-
zellen (human embryonal kidney)
AB8 humane Podozyten ('MOIN') [114] • Podozyten-Zelllinie 
humane Podozyten ('N13') • unveröffentlichte  Podozytenzelllinie
(Pavenstädt)
mouse 
murine Podozyten ('Endlich') [116] • Podozyten-Zelllinie 
murine Podozyten ('K8') [84] • Podozyten-Zelllinie 
dog
Madin Darby Canine Kidney Cells (MDCK) • Nierenepithelzellen 
Tab. 15: Nieren-Zelllinien
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4.     Methoden         
4.1.     Molekularbiologische Methoden             
4.1.1.     Photometrische     Bestimmung     der     Konzentration 
von Nukleinsäuren in Lösung
Mittels Photometer kann die Konzentration verschiedenster Moleküle in Lösung
bestimmt werden. Im Photometer wird monochromatisches Licht durch die zu
messende  Lösung  hindurchgeleitet  und  anschließend  die  verbleibende
Lichtintensität  detektiert.  Aus  den  Werten  für  die  Extinktion  des  reinen
Lösungsmittels  (Leerwert)  und  der  absorbierenden  Lösung  (Probe)  wird  die
Konzentration  berechnet.  Die  Wellenlänge  wird  passend  zum  Messproblem
(Absorptionsmaximum des absorbierenden Moleküls) ausgewählt.
Bei 260 nm absorbieren die heterozyklischen aromatischen Ringe der Purin-
und  Pyrimidinbasen  der  Nukleinsäuren.  Durch  Nachbargruppeneffekte
unterscheiden  sich  die  Extinktionskoeffizienten  der  unterschiedlichen
Nukleinsäuren, so dass  50 µg/ml Doppelstrang-DNA, 40 µg/ml Einstrang-DNA,
40  µg/ml  RNA  sowie  33  µg/ml  Oligonukleotide  einer  Extinktion  von  1
entsprechen.
Die teilweise Überlagerung der Absorptionen von Nukleinsäuren bei  260 nm
und  Proteinen  bei  280  nm  kann  genutzt  werden,  um  die  Reinheit  einer
Nukleinsäure-Lösung abzuschätzen. Der Quotient E260  / E280 einer sauberen
Nukleinsäurepräparation sollte hierbei zwischen 1,8-2,0 liegen.
Durchführung:
Die  Konzentrationsmessung  erfolgt  mit  einem  programmierbaren
Spektrophotometer  (Roche).  Hierzu  wird  die  zu  bestimmende  DNA-Lösung
1:100 verdünnt und in eine Mikroküvette aus Quarzglas gefüllt. Die Probe wird
dann gegen das Lösungsmittel (Wasser, Puffer) als Referenz vermessen. 
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4.1.2.     Amplifikation von Nukleinsäuren     
Die  PCR  (polymerase  chain  reaction) ermöglicht,  enzymatisch  bestimmte
Nukleotidsequenzen in vitro in millionenfachen Kopien herzustellen. 
4.1.2.1.     Reverse-Transkription und PCR    
Mit Hilfe der RT-PCR kann die Expression von spezifischen Genen in Zellen
oder  Geweben  nachgewiesen  werden.  Dazu  wird  mRNA  in  komplementäre
cDNA umgeschrieben und anschließend spezifische Gene amplifiziert.
Für die cDNA-Synthese aus mRNA werden RNA-abhängige DNA-Polymerasen,
z.B. Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase H-, eingesetzt. Das
natürlich  vorkommende retrovirale  Enzym ist  so modifiziert  worden,  dass es
höhere  Erträge  generiert,  weil  ihm  die  intrinisch  im  Enzym  vorkommende
RNase-H-Aktivität fehlt. Als Primer werden Oligodesoxythymidin (OdT) - Primer
verwendet,  die mit  dem am 3'-Ende gelegenen  Poly(A)-Schwanz der  mRNA
hybridisieren.
Durchführung:
Die RT-PCR wird in dieser Arbeit als Two-Step-RT-PCR durchgeführt, bei der im
ersten Schritt cDNA mit isolierter RNA als Template und im zweiten Schritt DNA
mit cDNA als Template synthetisiert wird.
Zunächst werden 1  µg Template-RNA und 1  µg OdT-Primer für 5 Minuten bei
70 °C zur Zerstörung der Sekundärstrukturen inkubiert. Danach ist die Lösung
sofort  im  Eiswasserbad  abzukühlen,  um  eine  erneute  Ausbildung  der
Sekundärstrukturen zu verhindern.
Zu der RNA wird ein RT-Mix aus 1 x M-MLV-Puffer, 0,05 mM dNTPs und 200 U
M-MLV-RT gegeben und für 1 h bei 40 °C inkubiert. 
Nach Beendigung der RT-Reaktion wird die cDNA als Ausgangsprodukt in einer
PCR verwendet, um spezifische Sequenzen aus dieser zu amplifizieren. 
Als  Negativkontrolle  dient  jeweils  ein  Ansatz  ohne  Zugabe  von  reverser
Transkriptase, um eine Kontamination der RNA mit DNA zu überprüfen.
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4.1.2.2.     Polymerase-Kettenreaktion     
Um DNA zu vervielfältigen, wird im ersten
Schritt  die  Doppelstrang-DNA  durch
thermische  Denaturierung  in
einzelsträngige DNA überführt, die dann als
Matrize (Template) dient. 
Abhängig von den synthetisch hergestellten
DNA-Oligonukleotiden  (Primer)  wird  die
Temperatur  kurz  unter  den  Schmelzpunkt
gesenkt (T = 2 °C x (A+T) + 4 °C x (G+C) –
5  °C),  so  dass  sich  die  Primer
komplementär  an  die  einzelsträngige
Matrize  anlagern  können  (Annealing).
Durch  Verwendung  zweier  gegenläufig
orientierter Primer kann gezielt die Sequenz
zwischen ihnen amplifiziert werden.
Von dem 3'-Ende der Oligonukleotide  aus
synthetisiert  eine  hitzestabile  DNA-
Polymerase, z.B. Taq-DNA-Polymerase des
Thermus aquaticus, den neuen DNA-Doppelstrang (Extension). Temperatur und
Zeit  variieren  je  nach  verwendeter  DNA-Polymerase  und  Länge  der  zu
amplifizierenden DNA.
Indem  die  einzelnen  Schritte  zyklisch  wiederholt  werden,  wird  die  Matrize
exponentiell  vermehrt.  Da eine hitzestabile DNA-Polymerase verwendet wird,
kann  die  PCR kontinuierlich  über  zahlreiche  Zyklen  in  einem Thermozykler
durchgeführt werden.
Durchführung:
Nach Herstellerangaben (Promega) wird standardmäßig folgender PCR-Ansatz
auf Eis hergestellt (Konzentrationsangaben als Endkonzentrationen): 1 x GoTaq
Puffer (Mg2+ frei), 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 0,5 µM 'downstream Primer',
1. thermische 
Denaturierung
2. Annealing
3. Extension
Wiederholung  
in Zyklen
Template
usw.
Abb. 12: Schematischer Ablauf einer PCR
 [Bild: K. Füller]
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0,5 µM 'upstream Primer', 1,25 U GoTaq-DNA-Polymerase und Template-DNA
(<10 ng/µl).
Der  Thermozykler  wird  programmiert  und  soll  vor  Eingabe  der
Reaktionsansätze  auf  95  °C  aufgeheizt  worden  sein  ('hot  start'),  um  eine
unspezifische Amplifikation zu verhindern.
Hier sind die verwendeten Programme tabellarisch aufgeführt:
Primer Programm des Thermozyklers
humanes p11 
humanes Annexin2
Maus p11
Maus Annexin2
   94 °C 5' | 94 °C 45'' | 56 °C 45'' | 72 °C 45'' | 72 °C 7' | 4 °C ∞
                                      25 Zyklen              
humanes B7.1
humanes CCL28 
humanes CCR10
    94 °C 5' | 94 °C 30'' | 56 °C 30'' | 72 °C 1' | 72 °C 7' | 4 °C ∞
                                      35 Zyklen                   
Tab. 16: PCR-Programme für den Thermozykler
4.  1.2.3.   Genotypisierung  der  CCR10-Knockout-  und  Wildtyp- 
Mäuse mittels PCR    
Per  Genotypisierung soll  bestätigt  werden,  dass es sich um eine  Knockout-
Maus bzw. um eine Wildtyp-Maus handelt. 
Die Genotypisierung kann grob in zwei Abschnitte, Isolierung von genomischer
DNA und deren Analyse mittels  Polymerasekettenreaktion,  unterteilt  werden.
Als  Gewebeproben der  Mäuse sind  bei  den ersten Genotypisierungen etwa
3  mm  große  Stücke  der  Schwanzspitzen  und  später  Ohr-Stanz-Stücke
eingesetzt worden.
4.1.2.3.  1.   Aufreinigung genomischer DNA zur Genotypisierung    
Die  Aufreinigung  der  genomischen  DNA  der  Mäuse  wird  anhand  eines
Reagenziensystems  (DNA  Isolation  Kit,  Mouse  Tail  Kit,  Puregene,
Gentra/Biozym) durchgeführt.
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4.  1.2.3.2.   Polymerasekettenreaktion zur Genotypisierung   
Bei  der  Knockout-Maus  ist  eine  eGFP  /  NeoR  Kassette  über  eine  EcoRI
Schnittstelle in das Startcodon von CCR10 inseriert worden. Durch die Kassette
wird  das  Gen  für  CCR10  zerstört  und  die  CCR10-Expression  komplett
unterbunden.  Grundlage  für  die  Genotypisierung  ist  die  Amplifikation  des
CCR10-Gens, dessen Länge sich bei der Knockout-Maus durch den Einschub
der Kassette von der des CCR10-Gens der Wildtyp-Maus unterscheidet.
Abb. 13:  Charakterisierung der CCR10- Knockout -Maus  [Bild: K. Füller]
Für jede Maus werden zwei PCR-Reaktionen angesetzt: 
Beide  Ansätze  enthalten  einen  identischen  5'-Primer,  der  an  die  DNA von
Knockout-  und  Wildtyp-Maus  in  5'  Richtung  kurz  vor  dem  Startcodon  des
CCR10-Gens hybridisieren kann (5' - CGG AGA AAC CCT TGT AGC C - 3'). 
Der zweite Primer ist spezifisch für den Wildtyp (5' - ATA ACA GGC TGC CAT
GAC G - 3')  oder,  im eGFP-Gen gelegen, spezifisch für die  Knockout-Maus
(5' - GGT CTT GTA GTT GCC GTC - 3'). 
CCR10 Knockout
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Damit  sind  die  Bestandteile  des  PCR-Ansatzes  (Konzentrationsangaben  als
Endkonzentrationen):  1  x  GoTaqPuffer,  0,2  mM dNTPs,  2  mM MgCl2,  1  µM
Primer (sense), 1 µM Primer (k.o. antisense / Wildtyp antisense), 1,25 U GoTaq-
DNA-Polymerase und 1 ng/µl Template-DNA.
Der Thermozykler wird folgender Maßen programmiert (Tab. 17): 
Programm des Thermozyklers
95 °C 2' | 95 °C 30'' | 65 – 45 °C 30'' | 72 °C 1' | 72 °C 5' | 4 °C ∞
                                                        40 Zyklen,  
                                         pro Zyklus Senkung der Annealing-
                                                    Temperatur um 5 °C              
Tab. 17:  PCR-Programm für die CCR10- k.o .-Genotypisierung 
Für  das Wildtyp-Amplifikat  ergibt  sich eine Länge von 1500 bp und für  das
Knockout-Amplifikat eine Länge von 369 bp. Heterozygote Mäuse würden in
beiden PCR-Ansätzen eine Bande aufweisen.
4.1.3.     Restriktionsendonukleaseverdau und -spaltung   
Restriktionsendonukleasen  Typ  II  besitzen  spezifische,  meist  palindromische
Erkennungssequenzen von vier, sechs oder acht Basenpaaren auf der DNA, an
die  sie  binden.  Mit  ihrer  Hilfe  können  gezielt  bestimmte  DNA-Fragmente
herausgeschnitten werden. Der Schnitt kann gerade (blunt ends) oder versetzt
(sticky ends) sein, wobei die überhängenden Enden leichter ligierbar sind. 
Durchführung:
Pro 10  µl Ansatz werden etwa 3 U Restriktionsenzyme und  500-1500 ng zu
schneidende  DNA verwendet.  Der  Ansatz  wird  nach  Herstellerangaben  mit
entsprechenden Puffern und +/- BSA zubereitet und anschließend 1 Stunde bei
37 °C inkubiert.
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4.1.4.     Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA   
Unter dem Begriff Gelelektrophorese wird die Migration geladener Teilchen im
elektrischen Feld durch ein Gel als Trägermaterial verstanden. In Abhängigkeit
von Gesamt-Nettoladung,  Größe und Gestalt  des Moleküls,  Porengröße des
Trägergels, Zusammensetzung des Laufpuffers und der elektrischen Feldstärke
wandern verschiedene Moleküle unterschiedlich weit im Gel und lassen sich auf
diese  Weise  auftrennen.  DNA  ist  durch  ihre  Phosphat-Gruppen  negativ
geladen, so dass sie im elektrischen Feld zur Anode wandert. 
Zur  Analyse  von  DNA-Fragmenten  werden  üblicherweise  Agarosegele
eingesetzt.
4.1.4.1.    Durchführung: Herstellung von Agarosegelen         
Die Konzentration der Agarose richtet sich nach der zu erwartenden Fragment-
Größe  der  aufzutrennenden  DNA.  Werden  DNA-Fragmente  aufgetrennt,  die
sich unter 200 bp in ihrer Größe unterscheiden, werden 2 %ige Agarosegele
hergestellt. Bei Größenunterschieden über 200 bp werden 1 %ige Agarosegele
eingesetzt. 
Die  Agarose  wird  in  TAE-Puffer  aufgekocht  und  die  abgekühlte  Lösung  mit
Ethidiumbromid-Lösung zu einer Endkonzentration von 1:10.000 versetzt. Man
lässt die Agarose in einer Gelkammer aushärten. Danach wird das Gel mit TAE-
Puffer überschichtet.
4.1.4.2.    Durchführung: Probenvorbereitung     
Die  DNA-Proben  und  entsprechende  Größen-Standards  werden  mit
Probenauftragspuffer  (6  x  Loading  Dye)  versetzt.  Der  Probenauftragspuffer
enthält Glycerin zum Beschweren der DNA, Xylene Cyanol FF, das mit den 300
bp Fragmenten eines 1 %igen Gels läuft, und Bromphenol Blau, das bei 400 bp
migriert.
10 µl der DNA-Proben und 5 µl Größen-Standard werden in die Probentaschen
eingebracht. 
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4.1.4.3.    Durchführung: Elektrophorese      
Eine  elektrische  Spannung  von  100  V  (1-5  V/cm  Abstand  zwischen  den
Elektroden)  wird  angelegt.  Mittels  der  Farbfront  kann  abgeschätzt  werden,
wann die Banden genügend weit aufgetrennt sind. 
4.1.4.4.    Durchführung:    Anfärben    von    Nukleinsäuren    mit 
 Ethidiumbromid
Das  Ethidiumbromid  des  Agarosegels  interkaliert  zwischen  die  Basen  der
Nukleinsäuren.  Nach Anregung mit  UV-Licht  erscheinen die  Ethidiumbromid-
Nukleinsäure-Komplexe im sichtbaren Licht als orange leuchtende Banden. Die
Dokumentation erfolgte mit dem Lumi-Imager von Biorad.
4.1.5     Plasmidisolierung aus Bakterien (Maxipräp)   
Plasmide  sind  in  der  Gentechnologie  ein  wichtiges  Werkzeug.  Im  Rahmen
dieser  Arbeit  werden  Plasmide  zur  Genexpression  in  Eu-  und  Prokaryoten
eingesetzt.
Durchführung:
Die  Plasmid-Präparation  wird  nach  den  Angaben  des  Herstellers  mit  einem
Reagenziensystem (Qiagen Plasmid Maxi Kit, Roche) durchgeführt. 
Um  anschließend  zu  überprüfen,  ob  das  gewünschte  Plasmid  amplifizert
worden  ist,  erfolgt  ein  Verdau  der  Plasmid-DNA  durch  entsprechende
Restriktionsendonukleasen (siehe 4.1.3.).  Per Gelelektrophorese (siehe 4.1.4.)
wird kontrolliert,  ob die verdauten DNA-Fragmente die richtige Größe haben
und letzlich noch die Konzentration bestimmt (siehe 4.1.1.).
4.1.6.     Isolierung von Gesamt-RNA      
RNA ist  im  Vergleich  zu  DNA besonders  anfällig  gegenüber  spontaner  und
enzymatisch katalysierter Hydrolyse. RNasen kommen ubiquitär vor und sind
sehr stabil. Für das Arbeiten mit RNA bedeutet das, dass Geräte vorzugsweise
mit  trockener  Hitze  sterilisiert  werden  sollten  und  der  Arbeitsplatz  möglichst
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ausschließlich für RNA-Arbeiten benutzt werden sollte.  RNase-Inhibitoren als
Spray können helfen, den Arbeitsplatz RNase-frei zu halten.
Durchführung:
Die RNA aus Zellkulturmaterial wird mit einem Reagenziensystem (High Pure
RNA Isolation Kit, Roche) nach Herstellerangaben aufbereitet. 
Die RNA kann direkt nach der Isolierung weiterverwendet (z.B. RT-PCR) oder
bei -80 °C gelagert werden.
4.2.     Proteinbiochemische Methoden     
4.2.1.     SDS- Polyacrylamid- Gelelektrophorese    
Die  Polyacrylamid-Gelelektrophorese  ist  ein  Verfahren  zur  Auftrennung  von
Proteinen.
Polyacrylamid bildet ein dreidimensionales Netzwerk, dessen Porengröße von
der Acrylamidkonzentration bestimmt wird, und stellt das Trägermaterial dar. Je
höher die eingesetzte Acrylamidkonzentration ist, desto kleiner sind die Poren
und desto stärker die Retardation großer Moleküle. 
Eine  15  %ige  Polyacrylamidkonzentration  wurde  zur  Auftrennung  kleiner
Proteine (Trennbereich 10-45 kD), eine 12 %ige Polyacrylamidkonzentration zur
Auftrennung von Proteinen mittlerer Größe (Trennbereich 16-70 kD) verwendet.
Proteine  unterscheiden  sich  in  ihren  Ladungen  und  besitzen  daher  keine
einheitliche  Wanderungsrichtung  im  elektrischen  Feld.  Daher  werden  die
Proben mit dem anionischen Detergenz SDS (0,1 % (w/v)) hitzedenaturiert, so
dass  anionische  Mizellen  mit  konstanter  Nettoladung  pro  Masseneinheit
entstehen  (1,4  g  SDS pro  1  g  Protein).  Durch  Zusatz  der  Thiolverbindung
β-Mercaptoethanol werden Disulfidbrücken durch Reduktion gespalten. In der
Elektrophorese,  auch  SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate  polyacrylamide  gel
electrophoresis) genannt, werden die denaturierten, negativ geladenen Proteine
dann ausschließlich nach ihrer molekularen Masse aufgetrennt.
Bei  der  diskontinuierlichen  Gelelektrophorese  geht  dem  Trenngel  ein
Sammelgel voraus, das eine größere Porenweite (5 % PAA-Konzentration) und
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einen pH-Wert von 6,8, gleich dem isoelektrischen pH von Glycin, besitzt. Es
bildet  sich  ein  Feldstärkegradient,  indem  sich  die  SDS-Protein-Komplexe
zwischen Chloridionen mit hoher Mobilität (Leition) und Glycin-Ionen niedriger
Mobilität (Folgeion) ansammeln. An der Grenzfläche zum engporigen Trenngel
nimmt der Reibungswiderstand zu und Glycin erhält durch den erhöhten pH im
Trenngel eine negativ Ladung. Die Feldstärke im Trenngel ist relativ konstant,
so dass der sogenannte 'Stacking'-Effekt des Sammelgels aufgehoben wird und
sich die Proteine nach Ladung auftrennen können.
4.2.1.1.    Durchführung: Herstellung eines Polyacrylamid-Gels  
Die  Gellösung  für  das  Trenngel  wird  gemäß  Tabelle  3  zubereitet,  in  eine
Gelkassette  überführt  und  mit  Isopropanol  überschichtet.  Nach  der
Polymerisation  wird  das  Isopropanol  entfernt  und  das  nach  Tabelle  3
zubereitete Sammelgel auf das Trenngel geschichtet. Eine  Schablone für die
Probentaschen wird eingesetzt und das Gel kann aushärten. 
4.2.1.2.    Durchführung: Probenvorbereitung     
Gleiche  Volumina  zu  analysierende  Proteinlösung  und  Probenauftragspuffer
werden versetzt,  anschließend für  5 Minuten bei  95 °C hitzedenaturiert  und
dann sofort 1 Minute auf Eis gekühlt. 
4.2.1.3.    Durchführung: Elektrophorese      
Die  Elektrophoreseapparatur  wird  nach  Herstellerangaben  zusammengesetzt
und die Elektrodenkammern mit 1 x Laufpuffer befüllt.
Es  werden  bis  zu  40  µl  Probe  pro  Geltasche  sowie  5  µl  Marker  zum
Molekulargewichtsvergleich auf ein 1,5 mm dickes Gel auftragen. 
Zunächst  wird  die  Elektrophorese  bei  10  mA pro  Gel  durchgeführt,  bis  die
Bromphenolblau-Front  des  Probenauftragspuffers  das  Trenngel  erreicht.
Anschließend wird der Strom auf 20 mA pro Gel erhöht. Die Elektrophorese
wird  beendet,  sobald  die  Bromphenolblau-Front  am  unteren  Gelrand
angekommen ist.
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4.2.2.     Western-Blot-Analyse       
Ein Western Blot bezeichnet den elektrophoretischen Transfer  von Proteinen
eines PAA-Gels auf eine  PVDF-Trägermembran (Polyvinyldifluorid-Membran).
Die  Proteine  können  dann  in  einer  spezifischen  Nachweisreaktion  mit
Antikörpern identifiziert werden (Immunodetektion). 
4.2.2.1.    Elektrophoretischer Transfer im Semi-Dry-Verfahren  
Beim Gel-Blot werden die aufgetrennten Proteine aus dem PAA-Gel über ein
senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert und bleiben dann an der
Oberfläche der PVDF-Membran aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen
haften. Das Muster der Proteinbanden bleibt erhalten. 
Durchführung:
Zwei saugfähige dicke Filterpapiere ('Whatman') in Gelgröße sowie das PAA-
Gel selbst werden für mindestens 5 Minuten im Transferpuffer equilibriert. Eine
PVDF-Membran wird erst für einige Sekunden mit Methanol benetzt und dann,
ohne sie antrocknen zu lassen, ebenfalls im Transferpuffer equilibriert.
Nun wird der Semi-Dry-Blot luftblasenfrei
gemäß  Abbildung  13  zusammengebaut.
Der  'Sandwich'  muss  während  des
gesamten  Aufbaus  mit  Transferpuffer
feucht gehalten werden. Das Blotting wird
bei  100-150mA pro  Blot  90  Minuten  lang
durchgeführt.
  
4.2.2.2.    Immuno-Blot        
Die am häufigsten angewandte Nachweismethode von geblotteten Proteinen ist
ihre Detektion und Visualisierung durch Antikörper (Immunodetektion). 
Zunächst  müssen  die  freien  Bindungsstellen  auf  der  PVDF-Membran
abgesättigt werden, um eine unspezifische Bindung der Nachweisreagenzien
zu verhindern. Es eignen sich verdünnte Lösungen von Magermilchpulver oder
(-)-Pol
(+)-Pol
Filterpapier
PAA-Gel
PVDF-Membran
Filterpapier
Abb. 14: Aufbau eines Elektroblots
 [Bild: K. Füller]
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BSA in TBS oder PBS, die nicht immunogen sind. Alternativ könnten PVDF-
Membranen auch getrocknet werden.
Ist  die  Membran  saturiert,  wird  der  Blot  mit  einem  Primär-Antikörper,  der
antigenspezifisch an die Epitope des gesuchten Proteins bindet, inkubiert. 
Der Sekundär-Antikörper erkennt universell alle Erst-Antikörper einer Spezies
und bindet an deren konstante Bereiche. Er ist an Moleküle gekoppelt,  über
welche  die  Detektion  erfolgt.  Da  mehrere  Zweit-Antikörper  an  einen  Erst-
Antikörper binden können, wird das Signal verstärkt. 
Es  folgt  die  Visualisierung.
Werden  Sekundärantikörper
verwendet,  die  an  die
Meerrettichperoxidase  (HRP,
horse  radish  peroxidase)
konjugiert  sind,  findet  eine
indirekte  Visualisierung  per
Chemilumineszenzreaktion
statt.   Das  HRP-Konjugat
katalysiert die Umsetzung von
Wasserstoffperoxid  zu
Wasser. In einer gekoppelten Redoxreaktion wird Luminol oxidiert, wobei am
Ort seiner Entstehung Licht emittiert und die Position der Nachweisreaktion auf
der Membran mittels Röntgenfilm oder Lumi- Imager sichtbar gemacht wird.
Durchführung:
Man lässt den Blot für 2 Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C
unter konstanter Durchmischung mit einem Blockierungspuffer inkubieren. 
Anschließend wird die Membran in einer Lösung mit dem Primär-Antikörper für
90 Minuten bei Raumtemperatur geschwenkt. 
Die Antikörper-Lösung kann danach von der Membran abgenommen und durch
Zusatz  von  Natriumazid-Lösung (Endkonzentration  0,01  %)  für  eine  erneute
Verwendung haltbar gemacht werden.
HPR
Primärer  
AK
Sekundärer AK
mit HRP 
konjugiert
Luminol + H
2
O
2
oxidiertes Luminol 
+ H
2
O + N
2
hv 428nm
Abb. 15: Chemilumineszenz-Reaktion [Bild: K. Füller]
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Die  Membran wird dreimal  für  5  Minuten in  PBS /  TBS-T gewaschen.  Eine
Lösung des Sekundär-Antikörpers wird für 1 Stunde bei Raumtemperatur auf
die  Membran gegeben und diese weiterhin leicht  geschüttelt.  Dann wird die
Membran  für  jeweils  5  Minuten  mit  TBS-T  zehnmal  gewaschen,  um
unspezifisch gebundene Antikörper-Moleküle von der Membran zu entfernen.
Hier sind tabellarisch die Immuno-Blots dieser Arbeit aufgeführt:
Antigen Blockierungspuffer Primärantikörper-
Lösung
Sekundärantikörper-
Lösung
CCR10 1 % BSA in TBST Goat Polyclonal IgG to
human CCR10 - CT
Verdünnung 1:1000 
in TBST
Peroxidase-conjugated
Donkey Anti-Goat IgG
Verdünnung 1:20.000 
in TBST
CCR10 1 % BSA in TBST Rabbit Polyclonal Antibody
to CCR10
Verdünnung 1:1000 
in TBST mit 1 % BSA
Peroxidase-conjugated
Goat Anti-Rabbit IgG
Verdünnung 1:20.000 
in TBST
p11 1 % BSA in TBST Mouse Monoclonal IgG to
human p11
Verdünnung 1:500 
in TBST
Peroxidase-conjugated
Goat Anti-Mouse IgG
Verdünnung 1:20.000 
in TBST
p11 1 % BSA in TBST Goat Polyclonal IgG to
human p11  
Verdünnung 1:500 
in TBST 
Peroxidase-conjugated
Donkey Anti-Goat IgG
Verdünnung 1:20.000 
in TBST
Annexin2 1 % BSA in TBST Mouse Monoclonal IgG1
to Annexin2
Verdünnung 1:1000 
in TBST
Peroxidase-conjugated
Goat Anti-Mouse IgG
Verdünnung 1:20.000 
in TBST
Annexin2 1 % BSA in TBST Rabbit Polyclonal Antibody
to Annexin2 Monomer
Verdünnung 1:1000 
in TBST
Peroxidase-conjugated
Goat Anti-Rabbit IgG
Verdünnung 1:10.000 
in TBST
GST-Tag 10 % Blotto in PBS Goat Anti-GST Polyclonal
Antibody
Verdünnung 1:1000 
in PBS mit 10 % Blotto 
Peroxidase-conjugated
Donkey Anti-Goat IgG
Verdünnung 1:20.000 
in TBST
HIS-Tag 1 % BSA in TBST Mouse Anti-HIS
Monoclonal Antibody
Verdünnung 1:1000 
in TBST
Peroxidase-conjugated
Goat Anti-Mouse IgG
Verdünnung 1:20.000 
in TBST
Tab. 18: Im Immuno-Blot eingesetzte Antikörper 
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Zuletzt folgt die Nachweisreaktion, für die die Fertigreagenzien LumiLight oder
LumiLightPlus für eine höhere Sensitivität eingsetzt werden. Die Lichtemission
wird  mit  einer  CCD-Kamera  im  Lumi-Imager  von  Roche  gemessen  und
dokumentiert.
4.2.2.3.    Entfernen    gebundener    Antikörper    und    erneute 
Immundetektion
Nach der  Chemilumineszenz-Reaktion  können  PVDF-Membranen erneut  mit
einem  Antikörper  inkubiert  werden.  Dazu  müssen  die  'alten' Antikörper  mit
einem  starken  Detergenz  oder  einem  Reduktionsmittel  von  der  Membran
abgewaschen  werden.  Dazu  werden  SDS,  das  nicht  kovalente  Antigen-
Antikörper-Bindungen löst, sowie  β-Mercaptoethanol, das Disulfidbrücken löst
und damit die Antikörper zerstört, eingesetzt.
Durchführung:
Die Membran wird für 30 Minuten im  Stripping-Puffer bei 60 °C inkubiert.   Mit
TBST  wird  der  Stripping-Puffer  anschließend  ausführlich  von  der  Membran
abgewaschen. 
Dann kann die Membran erneut einer Immunodetektion unterzogen werden. Ein
erneutes Blocken der Membran ist nicht mehr erforderlich.
4.2.3.     Coomassie-Blau-Färbung  als  Nachweismethode  für 
Proteine
Der  Farbstoff  Coomassie-Blau  lagert  sich  unspezifisch  an  kationische,
nichtpolare,  hydrophobe Seitenketten  der  Aminosäuren  an,  so  dass  alle
Proteine als blaue Banden sichtbar werden. Dieses simple Färbeverfahren kann
Proteinmengen ab 100 ng nachweisen.
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4.2.3.1.    Durchführung: Coomassie-Blau-Färbung    
Nach der SDS-Gelelektrophorese wird das Gel für 15 Minuten gut bedeckt in
Fixierlösung  und  danach  in  Coomassie-Blau  für  mindestens  15  Minuten
inkubiert.  Dann  wird  das  Gel  in  Entfärbelösung,  die  regelmäßig  gewechselt
wird, bis zum gewünschten Entfärbungsgrad gewaschen. 
Das  Gel  wird  zum  Schluss  in  H
2
O  gewässert  und  zur  Dokumentation
eingescannt (hp scanjet 5530 photosmart scanner).
4.2.3.2.    Durchführung:  Konzentrationsbestimmung  von  
Proteinen
Neben einem bestimmten Volumen der  Protein-Lösung,  deren Konzentration
man bestimmen möchte, werden bekannte Mengen eines Proteins (1 µg, 2,5 µg
und 5 µg BSA) auf ein PAA-Gel aufgetragen. Nach SDS-Gelelektrophorese und
Färbung  des  Gels  mit  Coomassie-Blau  kann  man  durch  Vergleich  der
Bandenstärke die Proteinmenge ungefähr abschätzen.
4.2.4.     Herstellung rekombinanter Proteine     
Die Herstellung rekombinanter Proteine erweist sich gegenüber der Isolierung
von Proteinen aus natürlichen Quellen oft als überlegen. So erreicht sie eine
größere Ausbeute am gewünschten Protein, bedenkt man, dass das Rohextrakt
einer  Bakterienanzucht  bis  zu  50  % des  Zielproteins  enthalten  kann.  Einen
weiteren Vorteil stellt die Kopplung des Proteins an Affinitätstags dar, die eine
Aufreinigung der Proteine enorm erleichtern. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Fusionsproteine GST-CCR10 C-Terminus,
6His-p11 und 6His-BICD2C sowie GST rekombinant hergestellt.
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Zunächst folgt eine Übersicht über die dazu erforderlichen Schritte.
Klonierung: Einbau der für das rekombinante Protein kodierenden cDNA in
einen geeigneten Expressionsvektor und Amplifikation des Konstrukts
 
Transformation: Einbringen der hergestellten Plasmid-DNA in eine Wirtszelle
Kultivierung der Wirtszelle, Induktion der Proteinexpression 
und Erntung der Zellen
Aufschluss der Wirtstzellen
Aufreinigung des rekombinanten Proteins
Detektion und Analyse des rekombinanten Proteins
4.2.4.1.    Durchführung: Klonierung und Transformation   
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  werden  pGEX-Vektoren  zur  Expression  von
Fusionsproteinen  mit  N-terminaler  Glutathion-S-Transferase  und  pET28a(+)
Vektoren  zur  Expression  von  Fusionsproteinen  mit  N-terminalen  His6-Tag
eingesetzt.  Bei  den  verwendeten  Plasmidkonstrukten,  die  bereits  kloniert
vorliegen, handelt es sich um pGEX 4T-1, pGEX 4T-1 / CCR10-CT, pET 28a /
p11 und pET 28a /  BICD2C.  Als Wirtszellen dienen kompetente  E.coli BL21
oder E.coli BL21 [DE3].  Die Transformation von den E.coli BL21-Zellen erfolgt
gemäß Abschnitt 4.3.2.2.. 
Von den erfolgreich transformierten Bakterien wird eine Glycerinkultur angelegt
(siehe 4.3.2.1.3.).
4.2.4.2.    Durchführung: Proteinexpression in E. coli BL21 /   
E.coli BL21  [DE3] 
Die bakterielle Proteinexpression sollte zunächst analytisch in kleinen Mengen
(10  ml  Kulturvolumen)  durchgeführt  werden,  um  die  geeigneteste
Vorgehensweise  für  die  Herstellung  größerer  Mengen  des  rekombinanten
Proteins  zu  evaluieren.  Zur  Optimierung  der  Kulturbedingungen  können
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verschiedene Faktoren wie die Menge an zugegebenem IPTG (0,5-1 mM), der
Zeitpunkt  der Induktion, die Kultivierungsdauer nach Induktion (1-5 Stunden)
oder die Temperatur im Schüttler nach Induktion (25-37 °C) variiert werden. In
dieser  Arbeit  soll  die  bakterielle  Proteinexpression  zunächst  in  Hinblick  auf
Kultivierungsdauer  (0,  1,  2,  3,  4  Stunden)  sowie  Temperatur  (33  °C,  37°C)
optimiert werden. 
Mit Zunahme der Kultivierungsdauer steigen Zelldichte und Proteinausbeute an,
jedoch sind Zellen einer  dichten Kultur  auch weniger  stoffwechselaktiv.  Eine
schrittweise Erniedrigung der Wachstumstemperatur auf bis zu 25 °C führt zu
einer  erhöhten  Ausbeute  an  löslichem  Protein,  aber  auch  zu  weniger
Gesamtausbeute an rekombinantem Protein. Dies kann hilfreich sein, wenn die
Zelle  aufgrund  der  übermäßigen  Produktion  von  Fusionsproteinen,  diese
intrazellulär  in  schwerlöslichen  'inclusion  bodies'  ablagert.  Der  Verlust  an
Gesamtausbeute wird insgesamt durch die Erhöhung der Fraktion an löslichem
Protein ausgeglichen. 
Durchführung:
Die Proteinexpression erfolgt folgender Maßen: 20 ml LB-Medium werden mit
dem  erforderlichen  Antibiotikum  (siehe  Tab.  19)  versetzt.  Dieses  LB-
Selektivmedium wird mit einer einzelne Bakterienkolonie, die das gewünschte
Vektorkonstrukt trägt, beimpft und über Nacht bei 250 rpm und 37 °C kultiviert.
        
Vektorkonstrukt Antibiotikaresistenz
pGEX-4T-1/hCCR10-CT (Klon11/Klon16) Ampicilin (Endkonzentration 100 mg/l)
pET/p11 Kanamycin (Endkonzentration 35 mg/l)
pET/BICD2C Kanamycin (Endkonzentration 35 mg/l)
pCDNA3/CCR10-CT-HA Ampicilin (Endkonzentration 100 mg/l)
pCDNA3/hCCR10-CT-FLAG Ampicilin (Endkonzentration 100 mg/l)
Tab. 19: Antibiotikaresistenzen der Vektorkonstrukte
500 ml LB-Selektivmedium werden mit 10 ml der Vorkultur beimpft und bei 250
rpm und 37 °C kultiviert bis eine optische Dichte von OD
600
= 0,5-0,6 erreicht ist.
Zur  Negativkontrolle  wird  vor  Induktion  eine  100  µl  Probe  der
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Bakteriensuspension entnommen.
Die Kultur wird für 10 Minuten auf Eis gekühlt, mit 1 mM ß-D-Thiogalactosidase
(IPTG)  induziert  und  dann  für  weitere  3  Stunden  bei  250  rpm  und  33  °C
inkubiert.  Zur  Kontrolle  werden  stündlich  100  µl  Bakteriensuspension
entnommen. Die Proben werden zentrifugiert, das Pellet mit 20 µl 2 x Lämmli
denaturiert und anschließend in einer SDS-PAGE eingesetzt (vgl. 4.2.1.).
Nach der 3-stündigen Inkubation wird die Bakteriensuspension für 5 Minuten
auf  Eis  gekühlt  und dann  30  min bei  4000 x  g  und 4  °C zentrifugiert.  Der
Überstand wird verworfen,  das Pellet  bis  zur  Weiterverarbeitung bei  –20 °C
gelagert.
4.2.4.3.    Aufschluss der Wirtszellen      
Der  Zellaufschluss nach der  Proteinexpression  kann mit  Hilfe  verschiedener
Methoden erfolgen. Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgeführt, um verstärkten
Proteinabbau zu verhindern. 
4.2.4.3.1.    Durchführung:  Zellaufschluss  unter  nativen 
Bedingungen   zur  Aufreinigung  von  GST  -  Fusions- 
          proteinen
Das Pellet einer 500 ml Kultur wird in 250 ml kaltem Column-Puffer (bei pET-
Vektoren ohne EDTA-Zusatz) resuspendiert, bei -20 °C eingefroren und wieder
aufgetaut.  Anschließend  wird  die  Bakteriensuspension  einer
Ultraschallbehandlung  von  4  x  30  Sekunden  bei  niedrigem  Energieniveau
(20 %) unterzogen.  Nach einer Zentrifugation bei 13.500 rpm für 15 Minuten
liegen die löslichen Proteine aus den Bakterien im Überstand vor.
4.2.4.3.2.    Durchführung:  Zellaufschluss  mit  N-Lauroylsarcosin  
zur Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen
Das Pellet einer 500 ml Kultur wird mit 100 ml kaltem STE-Puffer gewaschen,
anschließend in 65 ml kalter 1 %iger Lysozym-Lösung resuspendiert  und 15
Minuten auf Eis inkubiert. DTT (5 mM) sowie N-Laurolysarcosin (1,5 %) werden
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hinzugefügt.  Die  Suspension  wird  5  s  lang  mit  dem  Vortexer  durchmischt,
zehnmal durch eine feine Kanüle (26 G) gezogen und dann 1 Minute auf Eis
gekühlt.  Nach  einer  Zentrifugation  von  30  Minuten  bei  6000  rpm  wird  der
Überstand mit Triton X-100 (2-4 %) versetzt und 5 Sekunden gevortext. 
4.2.4.3.3.    Durchführung:      Zellaufschluss      unter      nativen 
Bedingungen  zur  Aufreinigung  von  6xHIS  -  Fusions-
proteinen
Das Zellpellet wird mit 3 ml pro Milligramm Nassgewicht Lysepuffer versetzt. Es
werden 1 mg/ml Lysozym der Suspension hinzugefügt und diese auf Eis für 30
Minuten inkubiert. Es folgt eine Ultraschall-Behandlung mit Impulsen von 6 x
10  Sekunden bei  200  W,  zwischen denen die  Lösung immer  wieder  für  10
Sekunden auf Eis gekühlt wird. Nach einer Zentrifugation (13.500 rpm,  20 min,
4  °C)  wird  der  Überstand  mit  den  bakteriell  exprimierten  Proteinen
abgenommen.
4.2.4.4.    Aufreinigung                rekombinanter                Proteine: 
Affinitätschromatographie
Die  Affinitätschromatographie basiert  auf  der  reversiblen  Interaktion  eines
Proteins  mit  einem  spezifischen  Liganden,  der  kovalent  an  einem
Chromatographiematerial  (stationäre  Phase)  gebunden  ist.  In  mehreren
Waschschritten  wird  unspezifisch  gebundenes  Material  entfernt.  Durch
Änderung  des  pH-Wertes,  der  Ionenstärke  oder  durch  Zugabe  eines
kompetitiven Moleküls kann das aufgereinigte Protein dann eluiert werden. Im
Idealfall  sollte  die  zu  bindende  Substanz  eine  Affinität  mit
Dissoziationskonstanten zwischen 10-4-10-8 besitzen, um  einerseits  sich nicht
zu leicht beim Waschen abzulösen (≤10-4) und um andererseits seine Fähigkeit
zur Dissoziation von der Oberfläche zu behalten (≥10-8).
Die hier hergestellten Fusionsproteine besitzen N-terminal sog. 'Tags' (englisch
Etikett, Schildchen), die die Proteinaufreinigung erleichtern. 
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Die  Affinitätschromatographie  kam in  dieser  Arbeit  als  sogenanntes  'Batch'-
Verfahren zum Einsatz.
4.2.4.4.1.    Aufreinigung   GST-markierter   Fusionsproteine   mit  
Glutathion-Sepharose
Zur  Aufreinigung  der  GST-Fusionsproteine  aus  dem  Bakterienlysat  wird
'Glutathion Sepharose 4 Fast Flow' verwendet, die pro Milliliter Matrix 10-12 mg
rekombinantes  Protein  binden  kann.  Der  Ligand,  also  die  Glutathion-S-
Transferase  des  Fusionsproteins,  bindet  nicht-kovalent  an  das  an  der
Sepharosematrix  immobilisierte  Glutathion.  Durch  mehrfaches  Waschen  mit
'Column'-Puffer werden andere Proteine des geklärten Lysats, die keine GST-
Markierung besitzen, entfernt.
Das rekombinante Protein liegt nach diesem Versuchsschritt aufgereinigt an der
Sepharosematrix gebunden vor. Es kann für einen  'GST-Pulldown' verwendet
oder von der Sepharosematrix eluiert werden.
Durchführung:
Zur Versuchsvorbereitung wird das in der Sepharosesuspension zur Lagerung
enthaltende Ethanol durch Waschen mit Column-Puffer entfernt und die Matrix
anschließend in 'Column'-Puffer zu einer 50 %igen Suspension aufgenommen.
Pro  1  ml  aufzureinigenden  Überstand  werden  30  µl  50  %ige
Sepharosesuspension  benötigt.  Daher  werden zu  50  ml  Überstand,  die  das
Fusionsprotein  enthalten,  1,5  ml  Glutathion-Sepharose-Suspension  (50  %)
hinzugegeben  und  die  Suspension  für  1-2  Stunden  bei  4  °C  im
Überkopfschüttler durchmischt.
Anschließend  wird  die  Matrix  fünfmal  mit  'Column'-Puffer  gewaschen  und
zwischen  den  Waschschritten  immer  wieder  für  5  Minuten  bei  4  °C  im
Überkopfschüttler inkubiert.
Abschließend ist die Matrix abzuzentrifugieren (1 min, 2000 rpm, 4 °C) und in
1,5  ml  'Column'-Puffer  aufzunehmen,  so  dass  eine  50  %ige  Suspension
entsteht.  Zur  Analyse  der  gebundenen  Menge  an  Fusionsprotein  und  des
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Reinheitsgrades wird mit einer Probe der Suspension sowie 1 µg, 2,5  µg und
5 µg BSA eine SDS-PAGE durchgeführt.
4.2.4.4.2.    Aufreinigung 6xHis-markierter Fusionsproteine mit  
Ni  2+ -NTA-Agarose 
Zur  Aufreinigung  6His-markierter  Fusionsproteine  aus  dem  Bakterienlysat
bedient man sich Ni2+-NTA (Nitrilotriazetat)-Agarose, die bis zu 5-10 mg 6xHis-
markierter Fusionsproteine mit hoher Affinität  (KD  = 10-13, pH 8,0) binden kann.
Unspezifisch gebundene Proteine werden von der Matrix abgewaschen. Die an
der  Ni2+-NTA-Agarose  gebundenen  Fusionsproteine  können  für  'Pull-Down'-
Experimente eingesetzt oder alternativ eluiert werden. Dies geschieht durch die
Zugabe  eines  kompetitiven  Liganden  von  Ni2+-NTA-Agarose  (Imidazol)  oder
alternativ mittels EDTA oder saurem pH-Wert.
Durchführung:
Die  Ni2+-NTA-Agarose wird  vorbereitet,  indem  sie  zweimal  mit  Lyse-Puffer
gewaschen und dann mit dem Puffer zu einer 50 % Suspension aufgefüllt wird.
Zu 4 ml gereinigtem Bakterienzelllysat werden 1 ml 50 %ige Ni2+-NTA-Agarose
hinzugefügt  und für 60 Minuten bei  4 °C im Überkopfschüttler  inkubiert.  Die
Matrix  wird  zweimal  mit  Waschpuffer  gewaschen  und  zwischen  den
Waschschritten lässt man die Matrix für jeweils 10 Minuten im Puffer bei 4 °C
inkubieren.
Die Fusionsproteine werden nun eluiert, indem die Matrix nacheinander  viermal
mit jeweils 0,5 ml 'Elution'-Puffer versetzt und 10 Minuten bei 4 °C geschüttelt
wird. Die Überstände werden abgenommen.
Während der einzelnen Versuchsschritte werden 100 µl Proben für eine SDS-
PAGE  entnommen,  um die  Aufreinigung  und  die  Menge  an  aufgereinigtem
Protein im Vergleich zu BSA-Standards abschätzen zu können.
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4.2.5.     Affinitätschromatographische           Isolation           von 
Interaktionspartnern
Die  'Pulldown'-Methode  ist  ein  wertvolles  Werkzeug,  um  Protein-Protein-
Interaktionen  in  vitro zu erforschen. Sie kann sowohl zur Aufdeckung bisher
unbekannter Protein-Protein-Interaktionen, als auch zur Bestätigung vermuteter
Protein-Protein-Interaktion sowie zur Bestimmung der interagierenden Region
('Domain Mapping') eingesetzt werden.
Durchführung:
Vor  Versuchsdurchführung  wird  zum  einen  das  markierte  Fusionsprotein
(GST-hCCR10-CT),  dessen  Protein-Protein-Interaktionen  man  analysieren
möchte, als auch die entsprechende Markierung (GST) alleine hergestellt, so
dass beide jeweils aufgereinigt, an Glutathion-Sepharose gebunden vorliegen
(siehe 4.2.4.2-4.2.4.4.).
Kultivierte humane Podozyten (14-17 Tage ausdifferenzierte AB8-Zellen) von 15
Zellkulturschalen  (15 cm Ø)  werden mit  je  2  ml  Immunopräzipitations-Puffer
lysiert (siehe 4.3.1.5.). 
Das geklärte Proteinlysat wird geteilt, wobei eine Hälfte mit 20 µg an die Matrix
gebundenen  Fusionsprotein  (GST-hCCR10-CT)  und  die  andere  Hälfte  mit
20  µg  an  die  Matrix  gebundenen  GST  versetzt  wird.  Danach  wird  die
Suspension für 3-10 Stunden bei 4 °C im Überkopfschüttler inkubiert.
Zur  Aufreinigung des Komplexes wird dieser  insgesamt  fünfmal  gewaschen.
Dazu wird die Suspension zentrifugiert (1 min, 2000 rpm, 4 °C), der Überstand
verworfen, das Pellet wieder in 1 ml IP-Puffer resuspendiert und für 5 Minuten
im Überkopfschüttler inkubiert. 
Die  an  der  Matrix  haftenden  Proteine  werden  mit  2  x  Lämmli
Probenauftragspuffer  eluiert  und  anschließend  wird  eine  SDS-PAGE
durchgeführt (siehe 4.2.1.). 
Zur Analyse unbekannter Interaktionspartner wird das PAA-Gel anschließend
mit  Coomassie-Blau  angefärbt  (siehe  4.2.3.).  Potentielle  Bindungspartner
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stellen  sich  als  Proteinbanden  dar,  die  nur  in  der  Spur  des  markierten
Fusionsproteins  vorhanden  sind.  Die  Bindungspartner  sollten  nicht  mit  der
Markierung des Fusionsproteins oder mit der Matrix interagiert haben und somit
nicht als Bande in der Spur, bei der die GST - Präparation alleine eingesetzt
wurde,  nachzuweisen sein.  Als  Negativprobe dient  weiterhin  eine  Probe der
GST-hCCR10-CT  -  Präparation.  Dort  vorhandene  Banden  sind  auch  als
Interaktionspartner auszuschließen.
4.2.6.     Proteinsequenzierung          mittels           Tandem- 
 Massenspektrome  trie 
Die  Proteinbanden,  die  aus  dem  Coomassie  gefärbten  PAA-Gel
herausgeschnitten  werden  können,  werden  mittels  Massenspektrometer
analysiert und per Datenbankrecherche identifiziert. Vor der Durchführung der
Massenspektrometrie müssen die Proben zunächst aufgearbeitet werden.
Durchführung der Probenaufbereitung:
Die  Gelprobe  wird  in  kleine  Würfel  zerkleinert,  etwa  30  Minuten  mit  50  %
Acetonitril entfärbt und mit Spaltpuffer (50 mM Amoniumbicarbonat, 5 % ACN)
equilibriert. Der Überstand wird verworfen. Die Gelstücke werden mit 60 % ACN
5 Minuten dehydriert und getrocknet.  Anschließend erfolgt der enzymatische
Verdau der Proteine im Gel, das mit Trypsin-Lösung bedeckt wird, bei 37 °C
über Nacht. Der Überstand mit den gespaltenen Peptiden wird abgenommen
und bei Raumtemperatur in der Speed Vac getrocknet und bei -80 °C gelagert.
Es folgt  die MS/MS und Analyse mittels MASCOT durch Herrn Dr.  Friedrich
Buck (Uniklinikum Eppendorf, Hamburg).
4.2.7.     Co-Immunpräzipitation       
Die Co-Immunpräzipitation ist eine weitere Methode zum Nachweis von Protein-
Protein-Interaktionen.
Ein spezifischer Antikörper wird mit einem Zell- oder Gewebelysat inkubiert und
bindet sein Zielprotein, an das andere Proteine gebunden sein könnten. Die
Antikörper-Protein-Komplexe können über Protein G - Beads isoliert werden, da
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Protein  G  als  ursprünglicher  Bestandteil  der  Zellwand  einiger
Streptokokkenstämme  mit  sehr  hoher  Spezifität  die  Fc-Region  der  meisten
Säugetier-Immunoglobuline  bindet.  Etwaige  Interaktionspartner  des
Zielproteins,  die  an  dieses  gebunden  sind,  werden  mit  dem  Zielprotein
gemeinsam isoliert. Unspezifisch gebundene Proteine werden abgewaschen. 
Der Nachweis des Proteinkomplexes erfolgt mit spezifischen Antikörpern gegen
die möglichen Interaktionspartner im Western Blot.
Durchführung:
Die Zellen von einer Zellkulturschale (15 cm Ø) werden mit 200 µl IP-Puffer zu
einem geklärten Zelllysat aufbereitet. 
Zum Vorklären des Lysates werden 50 µl  Protein G-Agarose zu 1 ml  Lysat
gegeben und für 2 Stunden auf dem Schüttler bei 4 °C inkubiert. Nach dem
Zentrifugieren (2000 U/min, 1 min, 4 °C) wird das Pellet verworfen.
Der Überstand wird mit dem gewünschten Antikörper versetzt und 2-16 Stunden
bei 4 °C im Roller inkubiert. Nach der Zugabe von 40 µl 50 %iger Protein G-
Agarose folgen weitere 2-16 Stunden bei 4 °C im Roller.
Als nächstes wird die Matrix fünfmal mit jeweils 1 ml IP-Puffer nach 5 Minuten
Inkubationszeit gewaschen.
Beim letzten Mal  wird der  Immunkomplex mit  2  x  Lämmli  denaturiert  (siehe
4.2.1.) und zusammen mit Positivkontrollen zur Durchführung einer SDS-PAGE
auf  einem Gel  aufgetragen.  Anschließend werden die  Interaktionspartner  im
Western Blot (siehe 4.2.2.) nachgewiesen.
4.3.     Zellkulturmethoden       
4.  3.1.    Arbeiten mit Eukaryoten      
Um eine Kontamination der Zelllinien zu vermeiden, müssen alle Arbeiten mit
den Zelllinien unter sterilen Bedingungen erfolgen und daher unter der 'Laminar
Flow' durchgeführt werden. Die zu verwendenden Gegenstände werden zuvor,
wenn möglich, autoklaviert. Alternativ werden sterile Einweg-Utensilien benutzt.
Die Medien werden unter hygienischen Bedingungen bei 4 °C gelagert und vor
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Verwendung im Wasserbad auf 37 °C angewärmt.
4.  3.1.1.   Kultivierung  von  Säugerzellen  ( ' HEK  293T ' ,  ' AB8  
Moin  ', ' N13 ' ,  ' K8 ' ,  ' Endlich ' ) 
Die Zellen säuern durch ihren sehr aktiven Metabolismus das Medium relativ
schnell an, so dass es regelmäßig alle 2-3 Tage durch neues ersetzt werden
muss. 
Durchführung:
Das  verbrauchte  Kulturmedium  wird  vorsichtig  abgesaugt  und  durch  ein
entsprechendes Medium (siehe 3.2.2.) ersetzt. Für Zellkulturschalen mit 10 cm
Durchmesser werden 10 ml, für Zellkulturschalen mit 15 cm Durchmesser 20 ml
Medium verwendet.
Anschließend  werden  die  Zellen  im  Brutschrank  bei  5  %  (v/v)  CO2 und
wassergesättigter  Luftatmosphäre  kultiviert.  Die  Temperatur  im  Brutschrank
bestimmt  bei  den  immortalisierten  Podozyten-Zelllinien,  ob  die  Zellen
proliferieren oder differenzieren. Die Nierenzelllinie 'HEK 293T' weist bei 37 °C
eine  hohe  Zellteilungsrate  auf;  die  Podozyten-Zellen  teilen  sich  bei  33  °C
optimal.  Bei  37 °C differenzieren  'AB8'- , 'N13'-  sowie  'K8'-Zellen,  bei  38  °C
'Endlich'-Zellen zu reifen Podozyten.  Für die vollständige Differenzierung mit
Ausbildung von Fußfortsätzen und Markerproteinen benötigen die Zellen etwa
10-17 Tage. Bei jedem Mediumwechsel werden die Zellen unter dem Mikroskop
im Hinblick auf Wachstum und Differenzierung beurteilt.
4.  3.1.2.   Subkultivierung von Säugerzellen                                     
Adhärente  Zellen  proliferieren,  bis  die  Oberfläche  der  Zellkulturschale
vollständig bedeckt ist und sie durch Kontaktinhibition an weiterer Zellteilung
gehindert werden. Die dichtest mögliche Anordnung der Zellen im Kulturgefäß
bezeichnet man als Konfluenz. In einer  konfluenten Kultur sterben die Zellen
relativ schnell ab und können in ihrem Wachstum beeinträchtigt sein, so dass
sie möglichst  vorher geteilt werden sollten.  Diesen Vorgang bezeichnet man
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auch als Passagieren oder Umsetzten der Zellen. 
Nach sehr langen Kulturzeiten können die Zellen Alterungserscheinungen mit
Funktionsverlust  aufweisen.  Auch  immortalisierte  HEK  293T  sind  hiervon
betroffen, aber deutlich seltener als Podozyten.
4.3.1.2.1.    Subkultivierung von 'HEK 293T  '              
Die 'HEK 293T'-Zellen haften der Kulturschale nur leicht an, so dass sie durch
Abspülen mit  ihrem Medium suspendiert  werden können. Ein Teil  der Zellen
wird in  neuem Kulturmedium resuspendiert. Der Rest der Zellen wird entweder
zur  Vermehrung  der  Zellen  in  neuem  Kulturmedium  resuspendiert  oder
verworfen. Je nach Bedarf werden die Zellen 1:3 – 1:10 geteilt.
4.3.1.2.2.    Subkultivierung von Podozyten                                         
Zunächst wird das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen auf der Kulturschale
(Ø 10 cm) mit 5-10 ml PBS gewaschen. 
Da  Podozyten  über  Adhäsionsplaques  am  Boden  des  Kulturgefäßes  fest
anhaften, müssen sie zum Ablösen mit einer Protease behandelt werden. Sie
werden mit 500 µl 10 x Trypsin-EDTA-Lösung überschichtet und bei 37 °C für 5
Minuten  inkubiert.  Unter  dem  Mikroskop  erscheinen  die  Podozyten  nun
abgerundet und schwimmen frei in der Trypsin-Lösung. Noch anheftende Zellen
werden mit 10 ml frischem Kulturmedium abgespült. Die Zellsuspension kann je
nach  Bedarf  in  neue  Kulturschalen  ausgesät  und  mit  Medium  auf  10  ml
aufgefüllt werden (Teilung in der Regel 1:3 bis 1:5). 
Schließlich  werden  die  Zellen  in  einem  Brutschrank  bei  33  °C  bis  zur
gewünschten Zelldichte weiter kultiviert. Alternativ kann man die Podozyten bei
37  °C /  38  °C  differenzieren  lassen,  wobei  die  Zellen  nie  konfluent  stehen
sollten, um genug Platz für die Ausbildung der Fußprozesse zu haben und nicht
in die dritte Dimension zu wachsen.  
4.  3.1.3.   Dauerhafte Lagerung von Säugerzellen                         
Zur  dauerhaften  Lagerung  der  Zellen  werden  Einfrierproben  angelegt,  die
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tiefgefroren werden und bei Bedarf wieder aufgetaut werden können. Es sollte
möglichst  ein  Zellvorrat  von  allen  neuen  Zelllinien  in  ihrem Originalzustand
angelegt werden. 
Die  einzufrierenden  Zellen  sollten  sich  möglichst  in  der  logarithmischen
Wachstumsphase  und  in  einem  guten  Zustand  befinden,  um ein  optimales
Anwachsen nach dem späteren Auftauen zu gewährleisten. Das heißt, es sollte
eine  genügend  große  Anzahl  an  Zellen  einer  nicht  zu  stark  konfluenten
Zellkultur eingefroren werden.
4.3.1.3.1.    Einfrieren von Säugerzellen                                                
Die Zellen werden von der Zellkulturschale abgelöst und die Zellsuspension bei
200 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wird mit PBS gewaschen,  im
kalten Medium mit 10 % DMSO resuspendiert und in ein Kryotube überführt.
Zuerst wird das Zellsuspensat bei -20 °C über Nacht, dann für einige Stunden
bei  -80°C  im  Gefrierschrank  und  schließlich  bei  -172  °C  im  Stickstofftank
eingefroren. 
Die  Gefrierschutzsubstanz DMSO ist  stark  lipophil  und dringt  schnell  in  das
Zytoplasma  der  Zellen  ein,  wo  es  die  Bildung  von  Eiskristallen  und  damit
Zelllyse  verhindert.  Gleichzeitig  ist  es  aber  auch  ein  Zellgift,  das  die
Zellmembran auflöst, so dass zügig gearbeitet werden muss.
4.3.1.3.2.    Auftauen von Säugerzellen                                                 
Beim Auftauen ist es wichtig, das DMSO möglichst rasch aus der Suspension
zu entfernen. Die Kryoröhrchen mit den aufzutauenden Zellen werden aus dem
Stickstoffbehälter  entnommen  und  schnell  in  einem  Wasserbad  von  37  °C
aufgetaut. Man pipettiert das Zellsuspensat in ein 10 ml Röhrchen, in dem 9 ml
erwärmtes Kulturmedium schon vorgelegt sind, und zentrifugiert das Röhrchen
bei 200 x g für 5 Minuten. Danach wird der Überstand verworfen, die Zellen in
10 ml Medium aufgenommen, in Kulturgefäße ausgesät und durch vorsichtiges
Schwenken  möglichst  gleichmäßig  auf  der  Platte  verteilt.  In  den  nächsten
Tagen werden Wachstum und Morphologie der Zellen mikroskopisch beurteilt. 
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4.3.1.4.     Transfektion                                                                         
Unter  Transfektion  wird  das  Einbringen  von  Fremd-DNA  in  eukaryotische
Zellkulturzellen  verstanden.  Eine  häufig  angewendete  Methode  ist  die
Calciumphosphat-Transfektion, die auch in dieser Arbeit verwendet wurde, um
Plasmid-DNA transient in die Zellen einzuschleusen.
4.3.1.4.1.    Transfektion mit Calciumphosphat                
Einen Tag vor der Transfektion sollten die Zellen geteilt werden, so dass sie am
Tag der Transfektion zu 50-70 % konfluent sind. Die Zellen befinden sich dann
in der logarithmischen Wachstumsphase und haben genügend Platz für weitere
24 Stunden Wachstum.
Für jede Petrischale (Ø 10 cm), die man transfizieren möchte, benötigt man 5-
10 µg Plasmid-DNA. In dieser Arbeit werden jeweils 10  µg Plasmid-DNA pro
Transfektion eingesetzt.
Zu der vorgelegten Plasmid-DNA werden 500 µl 0,25 M CaCl2  gegeben. Unter
ständigem Durchmischen mit dem Vortexer wird der DNA-CaCl2-Lösung 500 µl
2  x  HEBS  mit  einem  pH  von  exakt  7,05  hinzugefügt.  Während  der
Inkubationszeit  von  etwa  30  Minuten  bei  Raumtemperatur  bildet  sich  eine
milchige Lösung aus feinen DNA-Calciumphosphat-Präzipitaten. die von Zellen
durch Phagozytose aufgenommen werden können. 
Dazu  werden  die  Zellen  im  Medium  unter  Schwenken  des  Kulturgefäßes
langsam  und  gleichmäßig  mit  den  gebildeten  DNA-Calciumphosphat-
Präzipitaten benetzt und  für 8 Stunden inkubiert.
Im Anschluss wird das Medium gewechselt und die Zellen werden für weitere
16-40 Stunden kultiviert. In der Regel erfolgt die Aufarbeitung nach etwa  36
Stunden.
Unter optimalen Bedingungen wird eine Transfektionseffizienz von bis zu 90%
erreicht,  wobei sich allerdings besonders differenzierte Zellen wie Podozyten
nicht  mit  dieser  Methode transfizieren  lassen und während der  Transfektion
größtenteils absterben. Für die Zelllinie 'HEK 293T' zeigt die Calciumphosphat-
4. Methoden 71
Transfektion  jedoch  eine  hohe  Transfektionseffizienz  bei  guter  Vitalität  der
Zellen.
4.  3.1.4.2.   Nachweis  der  Transfektion  und  Bestimmung  der  
Transfektionseffizienz
Um näherungsweise  eine  Aussage  zu  der  Transfektionseffizienz  machen  zu
können,  wird  bei  jeder  Transfektionen  eine  Zellkultur  mit  10  µg  des  DNA-
Plasmids pEYFP (hier: pEYFP / PATJ) wie beschrieben transfiziert. Unter dem
Fluoreszenz-Mikroskop  können  die  transfizierten  Zellen  dann  anhand  des
gebildeten  gelbfluoreszierenden  Proteins  (YFP)  erkannt  und  auf  die
Gesamtzahl  aller  überlebenden  Zellen  bezogen  werden.  Die
Transfektionseffizienz  gibt  einen  Anhaltspunkt,  ob  die  durchgeführte
Transfektionen erfolgreich war.
4.  3.1.5.   Stimulation eukaryotischer Zellen     
4.  3.1.5.1.   Stimulation eukaryotischer Zellen mit CCL28   
Podozyten  einer  Zellschale  (10  cm  Ø) werden  abgelöst  und  in  1  ml  PBS
resuspendiert.  Die Zellsuspension wird mit  rekombinantem humanem CCL28
(Endkonzentration  2 µg/ml) versetzt und für 15 Minuten im Überkopfschüttler
inkubiert.
4.  3.1.5.2.   Stimulation eukaryotischer Zellen mit        
LPS und Puromycin
Die Zellen werden mit 10 µg/ml Puromycin im Zellkulturmedium für 48 Stunden
im Brutschrank oder mit 10 µg/ml LPS für 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. 
4.  3.1.6.    Herstellung von Zelllysaten      
Eine  Methode  zur  Herstellung  von  Zelllysaten  verwendet  Detergenzien,  die
Zellmembranen  zerstören.  Man  unterscheidet  native  von  denaturierenden
Puffern.  Die  denaturierenden  Puffer  zerstören  inter-  und  intramolekulare
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Bindungen und sind besonders geeignet transmembrane Proteine zu lösen. Für
Immunpräzipitationen sind sie nicht geeignet, da sie Proteinkomplexe lösen und
Antikörper  zerstören  würden.  Die  einzelnen  verwendeten  Lysepuffer  werden
unter 3.2.1. aufgeführt.
Problematisch  ist,  dass  bei  der  Lyse  unter  anderem  auch  proteolytische
Enzyme  aus  Lysosomen  freigesetzt werden,  die  Proteine  des  Zelllysats
abbauen können. Es gilt also, die proteolytische Aktivität während und nach der
Lyse zu minimieren, indem zum Beispiel Protease-Inhibitoren (hier: Complete
mini, Roche) in den Lyse-Puffern eingesetzt werden und alle Arbeitsschritte bei
4 °C erfolgen. Alle eingesetzten Lösungen sind auf 4 °C temperiert. 
Die  ersten  Arbeitsschritte  bestehen  aus  dem  Ablösen  der  Zellen  einer
Zellkulturschale (Ø 10 cm) und dem Waschen der Zellen mit 5 ml PBS. Durch
anschließendes Zentrifugieren (5 min, 200 x g, 4 °C) bildet sich ein Zellpellet.
4.  3.1.6.1.   Herstellung von Zelllysaten mit IP-Puffer    
Das Zellpellet wird in 200 µl IP-Puffer resuspendiert und zur Lyse für 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugieren wird das Zelllysat mit 13.000 rpm bei 4
°C für 30 Minuten von den unlöslichen Zellbestandteilen abgetrennt und kann
als Überstand abgenommen werden.
4.  3.1.6.2.   Herstellung von Zelllysaten mit  nativem Puffer  nach  
Martin Bek
Das Zellpellet wird mit 200 µl Puffer, der u.a. 0,1 % SDS und 1 % Triton X-100
enthält, versetzt und anschließend noch mit 3 Pulsen à 20 Sekunden Ultraschall
behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten auf Eis wird das Lysat
durch  Zentrifugieren  (18.000  rpm,  4  °C,  30  Minuten)  von  dem  unlöslichen
Zellbestandteilen abgetrennt.
Diese Methode stellt ein natives, schonend gewonnenes Gesamtlysat her.
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4.3.1.6.3.             Herstellung von Zelllysaten mit denaturierendem  Puffer 
          nach Kim et al.
Der Puffer enthält als Besonderheit 0,8 % SDS und 20 % β-Mercaptoethanol als
denaturierende Substanzen. Die Zellen werden in  200 µl  Puffer resuspendiert
und mehrfach auf- und abpipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
auf Eis wurde das Lysat durch Zentrifugieren (18.000 rpm, 4 °C, 30 Minuten)
von den unlöslichen Zellbestandteilen abgetrennt.
4.  3  .1.6.4.   Herstellung   von   Zelllysaten   mit   denaturierendem 
Harnstoff-Puffer
Der  Harnstoff  des  Puffers  wirkt  wasserziehend  und  zerstört  durch  seinen
osmotischen Effekt  die Zellen.  Des Weiteren führt  er  zur  Denaturierung von
Proteinen,  die  jedoch  in  Lösung  bleiben.  Weitere  Bestandteile  sind  das
Detergenz CHAPS und das Reduktionsmittel DTT.
Das Zellpellet wird in 200 µl des Harnstoff-haltigen Puffers aufgenommen. Nach
einer  Inkubationszeit  von  30  Minuten  auf  Eis  wird  das  Lysat  durch
Zentrifugieren  (18.000  rpm,  4  °C,  30  Minuten)  von  den  unlöslichen
Zellbestandteilen abgetrennt.
4.  3.2.    Arbeiten mit Escherichia coli      
4.  3.2.1.   Kultivierung von E. coli (DH5 α , BL21)    
Zur Anzucht von  E. coli wird standardmäßig LB-Medium mit Antibiotikazusatz,
der  von  dem  zu  selektionierendem  Plasmid  abhängt,  verwendet.  Die
Kultivierung  kann  in  einer  Schüttelkultur  (Anzucht  für  Transformation  oder
Expression) oder  auf  Agarplatten (Kultivierung nach Transformation oder  zur
Lagerung) erfolgen. Mit  Parafilm versiegelt  können  Flüssigkulturen für einige
Tage und Platten für bis zu 4 Wochen bei 4 °C gelagert werden. Der Zusatz von
10 % Glycerin  und die  Lagerung bei  –80 °C ermöglichen es,  die Bakterien
dauerhaft zu erhalten.
4. Methoden 74
4.3.2.1.1.    Anlegen einer Schüttelkultur (Vorkultur)    
Mittels Animpföse wird eine gewünschte Kolonie von einer Agarplatte gepickt
und  in  3-5  ml  frisches  LB-Medium überführt.  Diese Vorkultur  wird  dann  bei
37 °C und 250 rpm über Nacht im Rundschüttler inkubiert. Nach ca. 16 Stunden
wird  die  Vorkultur  in  einer  Verdünnung  von  1:100  bis  1:1000  in  frischem
Nährmedium weiter kultiviert oder aufgearbeitet ('Miniprep').
4.  3.2.1.2.   Anlegen einer Agarplatte      
Auf  den  LB-Agarplatten  werden  die  Bakterien  einer  Dauerkultur  oder  frisch
transformierte  Bakterien  ausgestrichen.  Die  beimpften  Platten  werden  im
Brutschrank bei 37 °C 16-24 Stunden über Nacht inkubiert. 
4.  3.2.1.3.   Anlegen einer Dauerkultur      
Einer  über  Nacht  gut  angewachsenen  frischen  Schüttelkultur  wird  steriles
Glycerin mit einer Endkonzentration von 15 % (v/v) zugefügt. Die Suspension
wird gemischt und bei -80 °C gelagert. Zur Entnahme einer kleinen Menge der
Dauerkultur  wird  mit  einer  Impföse  über  die  gefrorene  Oberfläche  der
Dauerkultur  gekratzt  und  anschließend  ein  Abstrich  auf  einer  Agarplatte
gemacht. Zum Erhalt der Bakterien sollte die Dauerkultur nie aufgetaut werden.
4.  3.2.1.4.   Keimzahlbestimmung - Trübungsmessung    
Unter  Trübungsmessung  wird  die  photometrische  Messung  von  Keimzahlen
verstanden,  indem  die  durch  Lichtstreuung  hervorgerufene  scheinbare
Extinktion  einer  keimhaltigen  Lösung  (z.B.  einer  E.  coli Kultur)  bei  600  nm
gegen  steriles  Nährmedium  als  Referenz  gemessen  wird.  Dabei  ist  die
Absorption nahezu linear proportional  zur Bakterienzahl.  Das Wachstum von
Bakterien  in  einer  Kultur  kann  verfolgt  werden,  wobei  eine  Extinktion  von
E600nm ≈ 0,4-0,6 den Zeitpunkt des logarithmischen Wachstums anzeigt. 
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4.3.2.2.    Transformation kompetenter E. coli-Zellen    
In  der Gentechnologie versteht  man unter Transformation die Aufnahme von
freier,  löslicher  DNA  durch  Bakterien  oder  Hefen.  Die  meisten  Bakterien
besitzen schon eine natürliche Kompetenz, DNA-Moleküle aus ihrer Umgebung
aufzunehmen,  jedoch  nur  mit  sehr  geringer  Effizienz.  Mit  Hilfe  einer
Calciumchlorid-Behandlung und anschließendem Hitzeschock kann über einen
im  Detail  noch  unbekannten  Mechanismus  die  Transformationseffizienz
gesteigert  werden.  Man vermutet,  dass  Calcium-Ionen eine  Wechselwirkung
zwischen  den  Phosphatresten  der  DNA  und  den  Phospholipiden  der
Zellmembran  vermittelt,  so  dass  die  E.  coli Bakterien  eine  künstliche
Kompetenz erlangen.
Im  Rahmen  der  vorliegenden  Arbeit  wird  rekombinante  Plasmid-DNA  in
kompetente E.coli-Zellen der Stämme DH5α und BL21 eingebracht.
Die kompetenten E. coli-Zellen werden bei -80 °C gelagert und müssen auf Eis
auftauen, bis sie gerade flüssig sind. Die Plasmid-DNA wird ebenfalls auf Eis
vorgekühlt. Zu maximal  10 µl Plasmid (10 pg – 100 ng DNA) gibt man 100 µl
kompetente  Bakterien  und  mischt  beides  vorsichtig  durch  Klopfen  oder
Schwenken. Zellen und Plasmid-DNA inkubieren nun 30 Minuten auf Eis. Als
nächstes  folgt  ein  Hitzeschock  bei  42  °C  für  45  Sekunden.  Sofort  danach
werden die Zellen 1 Minute auf Eis abgekühlt. Zur Regeneration der Zellen wird
der  Mischung 1 ml  LB-Medium hinzugegeben und sie  wird bei  37 °C für  1
Stunde bei 250 rpm inkubiert. 
Im Anschluss an die Transformation werden die Bakterienzellen auf Antibiotika-
haltigen  Agarplatten  über  Nacht  kultiviert.  Hier  erfolgt  die  Selektion  auf  die
Bakterien,  die  mit  dem  gewünschten  Plasmid  (siehe  3.7.1.)  transformiert
worden sind und so die entsprechende Antibiotika-Resistenz tragen.
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5.     Ergebnisse         
5.1.     Identifizierung    neuer    Interaktionspartner     des 
C-Terminus von hCCR10 im Podozyten
Um die Biologie von Proteinen verstehen zu können,  ist  es ein elementarer
Schritt  herauszufinden,  welche  Proteine  miteinander  interagieren.  Auf  diese
Weise  können  Einblicke  in  relevante  biologische  Reaktionswege  gewonnen
werden.
Im Rahmen dieser  Arbeit  wurde der Fokus auf  die Entdeckung unbekannter
möglicherweise podozytenspezifischer Interaktionspartner des C-Terminus von
CCR10  gelegt,  um  Rückschlüsse  auf  die  Bedeutung  und  Funktion  des
Rezeptors für den Podozyten bzw. des C-Terminus für den Rezeptor ziehen zu
können.  Dazu  wurde  eine  Affinitätschromatographie  mit  GST-hCCR10-CT
durchgeführt, welcher zunächst hergestellt werden musste.
5.1.1.     Methodenoptimierung: Herstellung von rekombinantem 
GST-markierten hCCR10 C-Terminus
Die Herstellung von GST-hCCR10-CT (siehe 4.2.4) wurde auf verschiedenen
Ebenen optimiert.
Zunächst  wurden  die  Bedingungen  zur  Kultivierung  von  GST-hCCR10-CT
exprimierenden E. coli  BL21 ausgetestet  (siehe 4.2.4.2.).  Es wurde IPTG in
einer Endkonzentration von 1 mM eingesetzt und die Kultivierungsdauer nach
Induktion sowie die Temperatur im Schüttler nach Induktion variiert. 
Zur  Analyse  wurden  0,  1,  2,  3  und  4  Stunden  nach  Induktion
40 µl Bakteriensuspension, die bei 33 °C nach Induktion kultiviert wurde, sowie
40  µl  Bakteriensuspension,  die  bei  37  °C  nach  Induktion  kultiviert  wurde,
entnommen. Die Proben wurden mit 2 x Lämmli denaturiert und die Proteine
dadurch  gelöst.  Es  wurde  eine  SDS-PAGE  durchgeführt  und  das  PAA-Gel
anschließend mit Coomassie gefärbt.
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Abb.16:  Optimierung der Expression von GST-hCCR10-CT (32kD) 
Podozyten-Gesamtlysat wurde in Abhängigkeit von Kulturdauer und Temperatur nach 
Induktion aufgetragen.
Erwartungsgemäß  nahm  der  Anteil  an  Protein  in  Korrelation  zur
Kultivierungsdauer  zu.  Die  Ausbeute  an  löslichem  Protein  schien  bei  einer
Temperatur von 33 °C größer.
Eine Kultivierungsdauer von 3 Stunden und eine Temperatur von 33 °C nach
Induktion  wiesen damit  eine  gute  Expression  von GST-hCCR10-CT auf  und
wurden für die weitere Herstellung des Fusionsproteins übernommen.
Des Weiteren wurden zwei verschiedene Methoden zum Aufschluss der GST-
hCCR10-CT  exprimierenden  Bakterienzellen,  der  Aufschluss  unter  nativen
Bedingungen sowie der Aufschluss unter Verwendung von N-Lauroylsarcosin
(siehe 4.2.4.3.), miteinander verglichen. Es wurden Klon 11 und Klon 16 des
Vektorkonstrukts pGEX-4T-1/hCCR10-CT getestet. 
Nach  Zellaufschluss  wurden  jeweils  40  µl  Proben  vom Überstand,  der  das
lösliche Protein der Bakterien enthielt, entnommen. Proben vom Pellet stellten
den Anteil an unlöslichem Protein nach Zellaufschluss dar. Zusätzlich wurde ein
Teil des Fusionsproteins GST-hCCR10-CT mit Hilfe von Glutathion-Sepharose
nach dem Zellaufschluss aufgereinigt (siehe 4.2.4.4.) und dann 40 µl 50 %ige
GST-hCCR10-CT Matrix als Probe eingesetzt. 
Alle  Proben  wurden  mit  2  x  Lämmli  denaturiert  und  in  einer  SDS-PAGE
eingesetzt. Das PAA-Gel wurde mit Coomassie gefärbt.
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Abb. 17: Optimierung   der   Expression von  GST-hCCR10-CT  (32  kD)
  Zellaufschluss unter nativen Bedingungen wurde im Vergleich zum Zellaufschluss mit 
  N-Lauroylsarcosin aufgetragen.
Unter nativen Bedingungen sowie unter Zusatz von N-Lauroylsarcosin war die
Aufreinigung des Fusionsproteins von Klon 11 gut. Hingegen stellten sich bei
Klon 16 bei Aufreinigung unter nativen Bedingungen zahlreiche unspezifische
Banden  als  Hintergrund  des  aufgereinigten  Fusionsproteins  dar  und  unter
Verwendung von N-Lauroylsarcosin war im Coomassie-Gel das Fusionsprotein
kaum noch nachweisbar. 
Durch den Zusatz von N-Lauroylsarcosin verringerte  sich zwar der Anteil  an
unlöslichem Protein und erhöhte sich der Anteil  an löslichem Protein, jedoch
zeigte sich insgesamt ein erheblicher Verlust an aufgereinigtem Fusionsprotein
gegenüber dem rein nativen Zellaufschluss. 
Daher wurde im Weiteren das Vektorkonstrukt pGEX-4T-1/hCCR10-CT  Klon 11
für  die  Herstellung  des  rekombinanten  Proteins  eingesetzt  und  der
Zellaufschluss  unter  Verwendung  von  N-Lauroylsarcosin  durchgeführt
(siehe 4.2.4.3.1.). 
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Unter  Berücksichtigung  dieser  Ergebnisse  konnte  nun  GST-hCCR10-CT  in
größerem  Maßstab  hergestellt  werden.  Die  Menge  an  Fusionsprotein  und
dessen  Reinheitsgrad wurden abschließend in einer SDS-PAGE festgehalten.
        Abb. 18: Konzentrationsbestimmung von GST und GST-hCCR10-CT
Es lagen etwa 0,1 - 0,25 µg GST-hCCR10-CT und 0,5 µg GST gut aufgereinigt
an 1 µl 50 %iger Glutathion-Sepharose gebunden vor. 
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5.1.2.          Affinitätschromatographische  Isolation  potenzieller 
Interaktionspartner des C-Terminus von hCCR10
Die Suche neuer Interaktionspartner von hCCR10-CT in Podozyten wurde per
Affinitätschromatographie mit GST-hCCR10-CT durchgeführt.
Hierzu  wurde  an  einer  Sepharosematrix  gebundener  GST-hCCR10-CT  mit
Podozyten-Gesamtlysat inkubiert, so dass mögliche Bindungspartner aus dem
Lysat haften blieben. Unspezifisch gebundene Proteine wurden abgewaschen.
Zusätzlich wurden verschiedene Kontrollen angesetzt.
An  eine  Sepharosematrix  gebundene  GST wurde  ebenfalls  mit  Podozyten-
Gesamtlysat  inkubiert,  um Proteine zu identifizieren und auszuschließen, die
mit  GST  interagierten.  Unspezifische  Bindungen  wurden  auch  hier
abgewaschen.
An eine Matrix gebundener GST-hCCR10-CT und an eine Matrix gebundene
GST wurden verwendet, um Proteinbanden erkennen zu können, bei denen es
sich um E. coli Proteine (Verunreinigungen der Präparation) handelte. 
Die Proteine wurden durch Aufkochen im Probenauftragspuffer Lämmli von der
Sepharosematrix  eluiert,  in  eine  SDS-PAGE  eingesetzt  und  schließlich  mit
Coomassie im PAA-Gel angefärbt. 
Die  Banden  aus  der  Affinitätschromatographie  mit  GST-CCR10-CT  und
Podozyten-Lysat, die im Vergleich zu den Kontrollbanden zusätzlich vorhanden
waren,  wurden  als  potentielle  Interaktionspartner  aus  dem  PAA-Gel
ausgeschnitten und nach ihrer Aufbereitung im Massenspektrometer analysiert
(siehe Abb. 20-22, Proben 1-3).
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Zur  Veranschaulichung  ist  der  'GST-CCR10-CT  -  Interaktionsversuch'  hier
schematisch abgebildet:
Abb. 19: Schematischer Ablauf der Affinitätschromatographie von GST-hCCR10-CT 
               [Grafik: K. Füller]
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Die GST-hCCR10-CT – Interaktionsversuche wurden mehrfach durchgeführt. 
In den Abbildungen 20-22 sind die eingescannten PAA-Gele dargestellt,  von
denen Differenzbanden als potentielle  Interaktionspartner  (Probe 1-3)  isoliert
wurden.
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Abb. 21: GST-hCCR10-CT  - Interaktionsversuch   
  
Probe 2
M
arker
   
GST - Präparation
      GST-
   Interaktionsversuch  
m
it Podozyten-Lysat
   
GST-hCCR10-CT - 
   Interaktionsversuch
m
it Podozyten-Lysat
  GST-hCCR10-CT - 
Präparation
kD
250
150
100
75
50
37
25
Überlau f
5. Ergebnisse 84
Abb. 22: GST-hCCR10-CT  - Interaktionsversuch 
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Im Massenspektrometer wurden die Proben identifiziert. Es handelt sich hierbei
um:
• Probe1: human Calpactin light chain, S100A10, p11 
(Swissprot acession P60903)
• Probe2: human Calpactin heavy chain, Annexin A2, p36 
(Swissprot acession P07355)
 
• Probe3: ribosomales Protein L4 
(Swissprot accession P36578)
hnRNP F 
(Swissprot accession  P52597)
Für das weitere Vorgehen wurde der Fokus auf p11 und Annexin2 gelegt, die
gemeinsam  den  stabilen  heterotetrameren  Komplex  Calpactin  ausbilden
[50,  98].  Mit  Hilfe  von  weiteren  Affinitätschromatographien  und  von
Co-Immunpräzipitationen  sollte  überprüft  werden,  ob  der  Chemokinrezeptor
CCR10 tatsächlich über seinen C-Terminus mit diesem Annexin2-p11-Komplex
interagiert.
5.1.3.      Nachweis der Expression der Interaktionspartner 
p11 und Annexin2 in Nieren-Zelllinien
Zuerst sollte überprüft werden, ob die möglichen Interaktionspartner p11 und
Annexin2 von Podozyten-Zelllinien exprimiert werden. 
 
5.1.3.1.     Nachweis der Expression von p1 1 un d Annexin2 
in Nieren-Zelllinien mittels RT-PCR
Mittels RT-PCR wurde die Expression von p11 und Annexin2 in verschiedenen
Nieren-Zelllinien  untersucht.  Dabei  wurde  mRNA aus  der  jeweiligen  Nieren-
Zelllinie  isoliert  und  revers  in  cDNA  transkribiert.  Die  cDNA  wurde  dann
zusammen mit den entsprechend konstruierten Primern (siehe 3.6.1.) in eine
PCR eingesetzt.
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Zusätzlich  wurden  eine  Negativkontrolle  der  Reversen  Transkription  (Ansatz
ohne  Reverse  Transkriptase  (RT-))  sowie  eine  Negativkontrolle  der  PCR
(Ansatz ohne cDNA (PCR-)) angesetzt, bei denen in der PCR kein Amplifikat
entstehen  durfte.  Zur  Überprüfung  des  korrekten  Ablaufs  der  PCR  wurde
weiterhin  ein  ubiquitär  vorkommendes  Proteins  wie  GAPDH  oder  Aktin
amplifiziert.
Abb. 23: Expression von p11 und Annexin2 in humanen Podozyten (AB8)
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Abb. 24: Expression von p11 und Annexin2 in Maus-Podozyten (   ̾K8  ̾) 
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      Abb. 25: Expression von p11 und Annexin2 in HEK-Zellen
      Abb. 26: Expression von p11 in MDCK-Zellen
Damit wurde nachgewiesen, dass p11 und Annexin2 von AB8-, K8- und HEK-
Zellen exprimiert werden. 
Die Expression von p11 wurde zusätzlich in MDCK-Zellen gezeigt.
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5.1.3.2.    Nachweis   der   Expression   von   p11   und   Annexin2 
in Nieren-Zelllinien im Western-Blot   g
Die Expression von p11 und Annexin2 in Moin- und HEK-Zellen sollte darüber
hinaus  auf  Proteinebene  nachgewiesen  werden.  Gleichzeitig  wurden  die
Qualität  der  Antikörper  gegen  p11  und  Annexin,  AB8-  und  HEK-Zellen  als
Zellsysteme sowie der Einfluss unterschiedlicher Methoden zur Zelllyse für die
folgenden Co-Immunpräzipitationen getestet. 
Es  wurden  aus  AB8-  und  HEK-Zellen  Gesamtlysate  mit  Hilfe  verschiedener
Lysepuffer (siehe 4.3.1.5.) gewonnen und die Proteine aus dem Lysat in der
SDS-PAGE  aufgetrennt.  Im  anschließenden  Western  Blot  wurden  p11  und
Annexin2 mit Hilfe spezifischer, gegen sie gerichteter Antikörper identifiziert. 
Als Positivkontrollen dienten Immunpräzipitationen (siehe 4.2.7.) von p11 und
von Annexin2. Es wurden 10 µl monoklonaler  'Maus anti p11 Antikörper' oder
2  µg  polyklonaler  'Ziege  anti  p11  Antikörper' eingesetzt,  um  p11  aus  dem
Gesamtlysat spezifisch zu binden. Für die Immunpräzipitation von Annexin2 aus
dem Gesamtlysat wurden 2 µg monoklonaler  'Maus anti Annexin2 Antikörper'
oder 2 µg polyklonaler 'Kaninchen anti Annexin2 Antikörper' verwendet. 
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Abb.27: Nachweis der Expression von p11 im Western-Blot
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p11 konnte  sowohl  in  dem Gesamtlysat  von AB8-  als  auch von HEK-Zellen
nachgewiesen  werden,  wobei  die  Lysebedingungen  keinen  wesentlichen
Einfluss  auszuüben  schienen.  Standardmäßig  wurde daher  IP-Puffer  für  die
Lyse von Podozyten verwendet. 
Bei der Detektion im Western-Blot ist der monoklonale Maus-Antikörper dem
polyklonalen Antikörper in der Sensitivität überlegen und wurde daher für alle
folgenden Detektionen eingesetzt. 
Der  monoklonale  Antikörper  eignete  sich  auch  für  die  Anwendung  in  der
Immunpräzipitation, während der polyklonale Antikörper p11 nicht nachweisbar
präzipitieren konnte.
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 Abb. 28: Nachweis der Expression von Annexin2 im Western-Blot 
Blot 1 / 3 :
  1) Marker
  2) AB8-Gesamtlysat (M.B. - Puffer)
  3) AB8-Gesamtlysat (Kim et al.- Puffer)
  4) AB8-Gesamtlysat (Harnstoff - Puffer)
  5) AB8 Immunpräzipitation (Maus gegen Annexin2)
  6) AB8 Immunpräzipitation (Kaninchen gegen Annexin2)
  7) HEK-Gesamtlysat (M.B. - Puffer)
  8) HEK-Gesamtlysat (Kim et al. - Puffer)
  9) HEK-Gesamtlysat (Harnstoff - Puffer)
10) N13 Immunpräzipitation (Maus gegen Annexin2)
Blot 2 / 4 :
  1) Marker
  2) N13-Gesamtlysat (M.B. - Puffer)
  3) N13-Gesamtlysat (Kim et al.- Puffer)
  4) N13-Gesamtlysat (Harnstoff - Puffer)
  5) N13 Immunpräzipitation (Kaninchen gegen Annexin2)
  6) K8 Gesamtlysat (M.B. - Puffer)
  7) K8 Gesamtlysat (Kim et al. - Puffer)
  8) K8-Gesamtlysat (Harnstoff - Puffer)
  9) K8 Immunpräzipitation (Maus gegen Annexin2)
10) K8 Immunpräzipitation (Kaninchen gegen Annexin2)
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  2) Moin-Gesamtlysat (M.B.-Puffer)
  3) Moin-Gesamtlysat (Kim et al.-Puffer)
  4) Moin-Gesamtlysat (Harnstoffhaltiger Puffer)
  5) Moin Immunopräzipitation (mouse anti Annexin2)
  6) Moin Immunopräzipitation (rabbit anti Annexin2)
  7) HEK-Gesamtlysat (M.B.-Puffer)
  8) HEK-Gesamtlysat (Kim et al.-Puffer)
  9) HEK-Gesamtlysat (Harnstoffhaltiger Puffer)
10) N13 Immunopräzipitation (mouse anti Annexin2)
Blot2/4:
  1) Marker
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  6) K8-Gesamtlysat (M.B.-Puffer)
  7) K8-Gesamtlysat (Kim et al.-Puffer)
  8) K8-Gesamtlysat (Harnstoffhaltiger Puffer)
  9) K8 Immunopräzipitation (mouse anti Annexin2)
10) K8 Immunopräzipitation (rabbit anti Annexin2)
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Annexin 2 konnte in AB8-, HEK-, N13- und K8-Zellen nachgewiesen werden,
wobei der monoklonale Maus-Antikörper bei der Detektion im Western-Blot eine
höhere Sensitivität und Spezifität aufwies.
Die Lysebedingungen zeigten kaum Einfluss auf die Proteinausbeute.
Beide Antikörper konnten Annexin2 aus verschiedenen Zelllysaten präzipitieren.
5.1.4.     Verifizierung  der  Interaktion  des  Annexin2-p11- 
Komplexes   mit  dem   C-Terminus  von  hCCR10  in 
der Affinitätschromatographie
5.1.4.1.    GST-hCCR10-CT – Interaktionsversuch mit AB8-Lysat    
Es wurde eine Affinitätschromatographie mit GST-hCCR10-CT und Gesamtlysat
humaner Podozyten (AB8) durchgeführt,  wobei mit p11 und Annexin2 bereits
zwei  potenzielle  Interaktionspartner  identifiziert  worden  sind.  Dieses  erste
Ergebnis sollte mit  einer zweiten Methode, dem GST-Interaktionsversuch mit
anschließendem Western-Blot, verifiziert werden.
An Glutathion-Sepharose immobilisierter GST-hCCR10-CT sowie GST alleine
wurden dazu mit Podozyten-Lysat inkubiert, gewaschen und nach Elution mit
Lämmli in eine SDS-PAGE eingesetzt. 
Nach dem Blotten der Membran wurde diese bei  etwa 20 kDa in 2  Hälften
geteilt.  Die  obere  Hälfte  wurde  mit  'Maus  anti  Annexin2  Antikörper' als
Primärantikörper  und  die  untere  Hälfte  mit  'Maus  anti  p11  Antikörper' als
Primärantikörper inkubiert.
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Abb. 29:  Western-Blot eines GST-hCCR10-CT - Interaktionsversuches mit AB8-Lysat 
In  Spur  2,  dem GST-hCCR10-CT -  Interaktionsversuch,  ließen  sich  sowohl
Annexin2  als  auch  p11  nachweisen,  was  die  Interaktion  des  p11-Annexin2-
Komplexes  mit  hCCR10-CT  bestätigte.  Als  Positivkontrolle  für  p11  und
Annexin2  diente  Podoyzten-Gesamtlysat  (Spur  9).  Im  GST  -  Interaktions-
versuch  (Spur  5)  waren  p11  und  Annexin2  nicht  zu  detektieren,  was  eine
unspezifische  Bindung  von  p11  /  Annexin2  an  die  Glutathion-Sepharose
ausschließen ließ. 
Der Versuch wurde insgesamt zweimal mit gleichem Ergebnis durchgeführt.
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5.1.4.2.    GST- hCCR10-CT - Interaktionsversuch mit  6His-p11  
                  
Die  Affinitätschromatographie  mit  GST-hCCR10-CT wurde  in  abgewandelter
Form durchgeführt. An Stelle von Podozyten-Lysat wurde CCR10 C-Terminus
mit isoliertem 6His-p11 in vitro in Kontakt gebracht.
Hierdurch  sollte  zum  einen  ausgeschlossen  werden,  dass  die  Interaktion
indirekt,  über  ein  drittes  Protein  vermittelt,  stattfindet.   Zum  anderen  sollte
geklärt werden, ob der C-Terminus von CCR10 an p11, an Annexin2 oder an
beide zusammen bindet.
5.1.4.2.1.    Herstellung von 6His-p11      
Wie unter 4.2.4. beschrieben wurden 6His-p11 und als Negativkontrolle für den
6His-Tag  6His-BICD2C  hergestellt.  Die  Kultivierungsbedingungen  (nach
Induktion 3 h bei  33 °C) wurden von der Herstellung von GST-hCCR10-CT
übernommen. Zur Kontrolle der Konzentration und des Reinheitsgrades wurde
mit den aufgereinigten Fusionsproteinen eine SDS-PAGE durchgeführt und das
PAA-Gel  mit  Coomassie  gefärbt.  Es  lagen  etwa  0,125  µg  6His-p11  und
0,125 µg 6His-BICD2C an 1 µl 50 %iger Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt vor.
Abb. 30  : Konzentrationsbestimmung von 6His-p11 und 6His-BICD2C 
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5.1.4.2.2.    Interaktionsversuch       
In  der  GST-hCCR10-CT  Affinitätschromatographie  wurde  an  Sepharose
immobilisiertes  GST-hCCR10-CT  mit  6His-p11  inkubiert.  Unspezifische
Bindungen wurden abgewaschen. 
Zur  Negativkontrolle  wurde  an  Glutathion-Sepharose  gebundenes  GST  mit
6His-p11  versetzt,  um  zu  zeigen,  dass  p11  nicht  mir  der  Markierung  GST
interagiert. Unspezifische Bindungen wurden abgewaschen. 
Um auszuschließen, dass nicht der His-'Tag' sondern p11 für dessen Bindung
an  GST-hCCR10-CT  verantwortlich  ist,  wurden  an  Glutahion-Sepharose
gebundener GST-hCCR10-CT und GST mit 6His-BICD2C inkubiert. Auch hier
wurden unspezifische Bindungen anschließend abgewaschen.
Als  Positivkontrolle  wurden  E.  coli -  Präparationen  von  aufgereinigtem
His6-p11, GST und GST-hCCR10-CT eingesetzt. 
Die  Proben  wurden  mit  2  x  Lämmli-Puffer  versetzt  und  einer  SDS-PAGE
unterzogen.
Im Western-Blot wurde die His6-Markierung von p11 mit einem 'Maus anti His6
Antikörper' nachgewiesen.  Nach  dem  Strippen  der  Membran  wurde  die
Membran mit  'Ziege anti GST Antikörper' inkubiert, um auch GST sowie GST-
hCCR10-CT darstellen zu können. 
Die Abbildung 31 zeigt den zugehörigen Western-Blot.
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Abb. 31:  Western-Blot eines GST-hCCR10-CT – Interaktionsversuches mit 6HIS-p11 
Spur  7  stellte  den GST-hCCR10-CT – Interaktionsversuch mit  6His-p11 dar.
Hier wurden sowohl 6His-p11 als auch GST-hCCR10-CT nachgewiesen. Es gab
keinen Anhalt, dass 6His-p11 mit GST interagierte. 6His-BICD2C hat nicht an
GST oder GST-hCCR10-CT gebunden. Die Bindung von CCR10 an Calpactin
erfolgt somit über den C-Terminus von CCR10 und die p11-Untereinheit  von
Calpactin.
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5.1.4.3.   Zusammenfassung        
Die Interaktion von hCCR10-CT mit p11 und Annexin2 konnte in 'Pull-Down' –
Experimenten  zum  einen  durch  Analyse  der  Interaktionspartner  im
Massenspektrometer,  zum  anderen  durch  ihren  Nachweis  im  Western-Blot
gezeigt werden. 
Leider  war  es  technisch  nicht  möglich  eine  GST-hCCR10-CT
Affinitätschromatographie  mit  Annexin2  durchzuführen,  da  Annexin2
posttranslational  acetyliert  werden müsste,  um funktionsfähig zu sein.  Daher
konnte experimentell  nicht ausgeschlossen werden, dass CCR10 auch direkt
mit Annexin2 interagiert.  Fest steht aber, dass der C-Terminus über die p11-
Untereinheit an Calpactin bindet. 
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5.1.5.     Verifizierung der Interaktion von Calpactin mit dem  
C-Terminus von hCCR10 per Co-Immunpräzipitation
Die Co-Immunpräzipitation ist eine andere Methode, die der  in vivo Situation
des  Podozyten näher steht,  um Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen.
Es  sollte  durch  die  folgenden  Experimente  überprüft  werden,  ob  auch  das
vollständige native CCR10-Protein an Calpactin bindet.
 Abb. 32: W esentliche Versuchsschritte der Co-Immunpräzipitation  [Bild: K. Füller]
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5.1.5.1.    Co-Immunpräzipitation  von  hCCR10  und  Annexin2:  
Nachweis von Annexin2
Die  Co-Immunpräzipitation  von  Annexin2  und  CCR10  wurde  mehrfach
durchgeführt.
Zur Positivkontrolle wurde  'Maus anti Annexin2 Antikörper' eingesetzt, der an
die  Protein  G  Sepharose  immobilisiertes  Annexin2  aus  dem  Podozyten-
Gesamtlysat (Ab8-Lysat) isolierte. In der anschließenden Detektion mit  'Maus
anti Annexin2 Antikörper' sollte sich Annexin2 als Bande bei 36 kDa abbilden.
Für  die  eigentliche  Co-Immunopräzipitation  wurde  an  Protein  G  Sepharose
gebundener Ziege anti  CCR10 Antikörper mit  Podozyten-Lysat inkubiert.  Der
Antikörper band CCR10 aus dem Lysat und im Falle der vermuteten Interaktion
sollte  der  p11-Annexin2-Komplex  über  CCR10  ebenfalls  gebunden  werden.
Annexin2 sollte sich folglich auf der Membran durch Detektion mit  'Maus anti
Annexin2 Antikörper' nachweisen lassen.
           Abb. 33: Co-Immunpräzipitation von hCCR10 und Annexin2
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Abb. 34: Co-Immunpräzipitation von hCCR10 und Annexin2
Abb. 35: Co-Immunpräzipitation von hCCR10 und Annexin2
Die  Interaktion  von  Annexin2  und  CCR10  konnte  somit  in  der  Co-
Immunpräzipitation gezeigt werden.
Um  schließlich  noch  eine  Wechselwirkung  von  Annexin2  mit  Ziegen-  oder
Mausantikörpern  auszuschließen,  wurden  als  Kontrollen  eine
Immunpräzipitation mit einem 'Maus anti Flag' und eine Immunpräzipitation mit
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'Ziege anti GST' durchgeführt. In den zugehörigen Spuren sollte Annexin2 nicht
zu detektieren sein.
Die Antikörper wurden in jeweils gleichen Mengen eingesetzt.
Abb. 36: Co-Immunpräzipitation von hCCR10 und Annexin2 
Annexin2 interagierte  spezifisch mit  CCR10 und ließ sich  durch mouse anti
Annexin2  Antikörper  präzipitieren.  Eine  Interaktion  mit  Maus-  oder
Ziegenantikörpern generell ließ sich nicht feststellen.
5.1.5.2.    Co-Immunpräzipitation     von     hCCR10,    p11    und 
Annexin2: Nachweis von Chemokinrezeptor 10
Zur Positivkontrolle dieser Co-Immunpräzipitation wurde CCR10 mit 'Ziege anti
CCR10  Antikörper' aus  dem  Podozyten-Gesamtlysat  (AB8-Lysat)  präzipitiert
und ließ sich in der Detektion mit dem gleichen Antikörper als Proteinbande bei
ca. 42 kDa nachweisen.
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Die Co-Immunopräzipitation wurde mit 'Maus anti p11 Antikörper' einerseits und
'Maus  anti  Annexin2  Antikörper' andererseits  durchgeführt.  Im  Fall  der
Interaktion von Calpactin mit CCR10 sollte der Chemokinrezeptor an p11 oder
Annexin2 binden und dadurch ebenfalls im Western-Blot detektierbar sein.
Abb. 37: Co-Immunpräzipitation von hCCR10 und Annexin2
Obwohl der Ziege anti CCR10 Antikörper in der Immundetektion einen starken
Hintergrund  zeigte,  bestätigte  die  Co-Immunpräzipitation  die  Interaktion  von
Annexin2 und CCR10 (siehe Abb. 37 Spur 6). Ob eine Co-Immunpräzipitation
von p11 und CCR10 vorlag, war nicht zu erkennen.
5.1.5.3.    Zusammenfassung       
Die  Co-Immunpräzipitationen  verifizierten  die  per  Affinitätschromatographie
festgestellte Interaktion von Annexin2 und CCR10. 
Eine eindeutige Co-Immunpräzipitation von p11 und CCR10 gelang nicht.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass CCR10 spezifisch über seinen
C-Terminus mit dem p11-Annexin2-Komplex Calpactin im Podozyten interagiert.
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5.2.    Veränderte   Expression   von   hCCR10   und   CCL28   nach  
Stimulation von Podozyten mit LPS und Puromycin
Durch  Stimulation  von  Podozyten  mit  LPS  bzw.  mit  Puromycin  wurde  eine
podozytäre  Schädigung  simuliert,  um  anschließend  mittels  RT-PCR  zu
untersuchen, inwieweit sich die Expression von CCR10 und seinem Liganden
CCL28  veränderte.  Ebenfalls  wurde  diese  Untersuchung  für  CD80  (B7.1)
durchgeführt.  Dies ist ein costimulatorisches Protein, das von vielen Zellen -
auch von Podozyten - im Falle einer Entzündung exprimiert wird.
Aus  den  mit  LPS  behandelten,  mit  Puromycin  behandelten  sowie  nicht-
stimulierten humanen Podozyten (AB8-Zellen) wurde RNA gewonnen, diese in
cDNA transkribiert und anschließend eine PCR mit Primern für CCR10, CCL28
und B7.1 (siehe 3.6.1.) durchgeführt.
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Abb. 38:   Expression von hCCR10 und CCL28 nach Stimulation mit LPS und Puromycin 
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Abb. 39:   Expression von B7.1 nach Stimulation mit LPS und Puromycin 
Eine  Stimulation  von  Podozyten  mit  LPS  oder  Puromycin  verringerte  die
Expression von CCL28 und CCR10 in der Zelle. Hingegen wurde B7.1 verstärkt
exprimiert.
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5.3    Phosphorylierung  des  Chemokinrezeptors  hCCR10  nach  
Stimulation von Podozyten mit CCL 28
Für  den  G-Protein  gekoppelten  Chemokinrezeptor  CCR10  wird
Phosphorylierung als ein  Regulationsmechanismus bisher  nur  angenommen.
Daher sollte dieser nach Stimulation mit dessen Liganden CCL28 untersucht
werden.
Als Methode wurde die Immunpräzipitation gewählt, da sie besonders sensitiv
ist  und auch geringe Proteinmengen nachweisen kann. Sie ist  daher  für die
geringen Expressionsmengen von CCR10 in Podozyten geeignet.
Mit  CCL28  stimulierte  ausdifferenzierte  Podozyten  (AB8-Zellen)  und  nicht-
stimulierte  Podozyten  wurden  lysiert  und  in  Co-Immunpräzipitationen  mit
Antikörpern gegen phosphorylierte Aminosäuren in Proteinen eingesetzt. 
Wenn  in  Folge  der  Stimulation  eine  Phosphatgruppe  kovalent  an  CCR10
bände,  würde der  anti  Phosphat  Antikörper  das phosphorylierte  CCR10 aus
dem Lysat isolieren. CCR10 könnte dann mit einem gegen CCR10 gerichteten
Antikörper (hier: Kaninchen anti CCR10) als Primärantikörper im Western-Blot
nachgewiesen werden.
In dem Kontrollansatz mit dem Lysat nicht-stimulierter Podozyten sollte CCR10
nicht phosphoryliert und damit nicht gebunden werden. Im Western-Blot sollte
keine Bande von CCR10 vorhanden sein.
Drei Aminosäuren (Tyrosin, Threonin und Serin) könnten theoretisch an der OH-
Gruppe  ihrer  Seitenkette  durch  Kinasen  phosphoryliert  werden.  Es  standen
verschiedene  Klone  von  Antiphosphoserin,  Antiphosphothreonin  und
Antiphosphotyrosin  Antikörpern  zur  Verfügung,  so  dass  differenziert  werden
konnte, welche dieser Aminosäuren phosphoryliert wurden.
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Abb. 40: Phosphorylierung von hCCR10
Abb. 41: Phosphorylierung von hCCR10
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Der Antikörper gegen Phosphoserin (7F12) konnte phosphoryliertes CCR10 aus
dem Lysat stimulierter  Podozyten isolieren.  Im Kontrollansatz mit  dem Lysat
nicht-stimulierter  Podozyten  war  hingegen  kein  CCR10  im  Western-Blot
nachzuweisen. 
Eine Phosphorylierung von Threonin (siehe Abb. 40-41) und Tyrosin (hier nicht
abgebildet) konnte nicht nachgewiesen werden.
Damit wurde gezeigt, dass die Stimulation des Chemokinrezeptors CCR10 mit
dessen Liganden CCL 28 wahrscheinlich die Phosphorylierung des Rezeptors
am Serin zur Folge hat.
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5.4.     Genotypisierung  der  CCR10-Knockout-  und  Wildtyp-  
Mäuse mittels PCR
Die sichere Bestimmung des Genotypus einer Knockout-Maus ist die Grundlage
für alle weiteren tierexperimentellen Versuche.
Hier  ist  exemplarisch  die  Genotypisierung  der  gezüchteten  Mäuse  1-11
dargestellt. In dieser Arbeit wurde der Nachweis mittels PCR etabliert.
Abb. 42: PCR zur Genotypisierung der CCR10-  Knockout -Mäuse 
  Ansatz 1 enthielt den k.o.-spezifischen, Ansatz 2 den Wildtyp-spezifischen Primer.
Mäuse  mit  Wildtyp-Allel  wiesen  eine  Bande  bei  1500  bp  und  Mäuse  mit
Knockout-Allel bei 369 bp auf. Heterozygote Mäuse wurden nicht gezüchtet
Nr. Genotypus Geschlecht Geburtsdatum Markierung Elterntiere 
1 CCR10(-/-) Male Birth 19.09.05 Genotyped:
28.11.04
Male 757 -/- 
Female 759 -/-
2 CCR10(-/-) Male Birth 19.09.05 Genotyped:
28.11.04 
Male 757 -/- 
Female 759 -/- 
3 CCR10(-/-) Female Birth 19.09.05 Genotyped:
28.11.04 
Male 757 -/- 
Female 759 -/- 
4 CCR10(-/-) Female Birth 19.09.05 Genotyped:
28.11.04 
Male 757 -/- 
Female 759 -/- 
5 CCR10(-/-) Female Birth 19.09.05 Genotyped:
28.11.04 
Male 757 -/- 
Female 759 -/- 
6 CCR10(-/-) Female Birth 19.09.05 Genotyped:
28.11.04
Male 757 -/- 
Female 759 -/- 
7 CCR10(+/+) Male Birth 26.09.05 Genotyped:
28.11.04 
Male 718 +/+ 
Female 760 +/+
kD
3.000
1.500
1.000
500
250
Ansatz   1      2     1     2     1     2     1     2     1     2      1       2      1      2      1      2      1      2     1     2      1      2     1      2
Maus Nr.    1    2     3            4             5         6          7              8              9            9.1          10            11
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8 CCR10(+/+) Male Birth 26.09.05 Genotyped:
28.11.04 
Male 718 +/+ 
Female 760 +/+
9 CCR10(+/+) Female Birth 26.09.05 Genotyped:
28.11.04 
Male 718 +/+ 
Female 760 +/+
9.1 CCR10(+/+) Male Birth 28.09.05 Genotyped:
28.11.04
Male 718 +/+ 
Female 760 +/+ 
10 CCR10(-/-) Female Birth 19.09.05 Genotyped:
28.11.04 
Male 757 -/- 
Female 759 -/- 
Tab. 20: Genotypisierung der CCR10-  Knockout -Mäuse 
Damit konnte bestätigt werden, dass die Mäuse 1-6 sowie 11 homozygot das
CCR10-Knockout-Allel  und  die  Mäuse  7-10  homozygot  das  CCR10-Wildtyp-
Allel tragen. Alle weiteren Mäuse wurden analog per PCR genotypisiert.
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6.     Diskussion         
6.1     Interaktion     von     CCR10     C-Terminus     mit     dem  
                                Annexin2-p11-Komplex
Im Folgenden wird zunächst ein Abriss des aktuellen Forschungsstandes über
den Annexin2-p11-Komplex Calpactin gegeben, um dann auf dieser Basis die
Bedeutung  der  Interaktion  des  Annexin2-p11-Komplexes  mit  hCCR10
diskutieren zu können. 
Abschließend wird ein Ausblick auf mögliche zukünftige Projekte gegeben.
6.1.1.     Der  Annexin2-p11-Komplex      
6.1.1.1.    Der Aufbau des Annexin2-p11-Komplexes    
S100A10,  für  das  zahlreiche  Synonyme  wie   beispielsweise  p11  oder
'Calpactin I light chain' existieren, gehört der Familie der dimeren S100-Proteine
an.
Charakteristischerweise  besitzen  diese  S100-Proteine  zwei  Ca2+--
Bindungsstellen vom EF-Hand-Typ, die durch einen flexiblen 'Loop' miteinander
verbunden sind. In Abhängigkeit  vom intrazellulären Ca2+  modulieren sie ihre
Zielproteine. Davon abweichend ist p11 jedoch bedingt durch eine veränderte
Aminosäurensequenz  in  der  Ca2+-bindenden  Schleife  Ca2+ unabhängig  und
damit permanent aktiv. 
In  vivo bildet  das  p11-Dimer  mit  zwei  Molekülen  Annexin2  einen
heterotetrameren  Komplex  aus,  der  über  hydrophobe  Wechselwirkungen
stabilisiert  wird  [105].  Calpactin  ist  in  Zytoplasma,  an  Membranen  und  in
Vesikeln lokalisiert. 
Neben  Annexin2  konnten  zahlreiche  weitere,  vor  allem  transmembranäre
Bindungspartner  von  p11  identifiziert  werden,  für  deren  Transport  und
funktionelle Expression an der Zelloberfläche die Interaktion mit p11 essentiell
zu  sein  scheint.  Dazu  zählen  verschiedene  Kanäle  und  Rezeptoren  wie
beispielsweise der  Na+(V)-Kanal  1.8  [94],  der  'acid-sensing  ion  channel'
ASIC1a  [15], die Ca2+-Kanäle TRPV-5/6  [130], der CFTR-Kanal  [9] oder auch
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der G-Protein gekoppelte Rezeptor '5-hydroxytryptamine receptor 1B' [126].  
Annexin2 gehört der Familie der  Ca2+- und Phospholipid- bindenden Annexine
(annex, griech.:zusammenbringen / -halten) an.
Wie  bei  den  meisten  Annexinen  besteht  ein  Teil  des  Annexins2  aus  einem
konservierten C-Terminus  (Annexin-Core),  bei  dem  es  sich  um  vier  sich
wiederholende Einheiten von je 70 Aminosäuren handelt. Innerhalb jeder dieser
'Annexin-Repeats' existiert  ein  hoch  konservierter  Bereich,  welcher  die
Ca2+-  abhängige Bindung von Annexinen an negativ geladene Phospholipide
oder  F-Actin  vermittelt.  Der  andere  Part  wird  durch  den  hypervariablen
N-Terminus  der  Annexine  gestellt,  dem  funktionsgebende  und  regulierende
Eigenschaften  zugeschrieben  werden  [27].  Denn  hier  befinden  sich
Bindungsstellen  für  spezifische  Liganden  wie  p11  und  zwei
Phosphorylierungsstellen (Tyr23 und Ser25), die durch die Src-Tyrosin-Kinase
und die Proteinkinase C zur Aktivierung des Moleküls phosphoryliert  werden
können [27, 29, 33]. 
Für  die  Interaktion  des  p11-Dimers  mit  Annexin2  sind  die  ersten
14 Aminosäuren des N-Terminus von Annexin2 verantwortlich  [50].  Annexin2
kommt  jedoch  intrazellulär  nicht  ausschließlich  als  Heterotetramer  mit  p11
sondern auch in monomerer Form vor.
Zusammengefasst  besteht  der  Annexin2-
p11-Komplex  aus  zwei  Annexin2-
Molekülen,  die  durch  ein  p11-Dimer
miteinander  verbunden  werden,  und  wird
auch als Calpactin bezeichnet. 
Calpactin besitzt mit seinen zwei Annexin2-
Molekülen  zwei  Bindungsstellen  für
Phospholipide  und  F-Actin  sowie  die
Bindungsstellen  des  p11-Dimers  [69].
Durch die Komplexbildung verändern sich
die  Eigenschaften  des  Annexin2.  Im
Annexin2
p11-Dimer
Annexin2
Abb. 43: Struktur des Annexin2-p11-
              Heterotetramers [28]
6. Diskussion 114
Vergleich  zum monomeren  Annexin2  benötigt  das  Heterotetramer  geringere
Ca2+-Konzentrationen zur Membranbindung und besitzt eine höhere Affinität zu
Phospholipiden [102]. 
Abbildung  43  zeigt  eine  schematische  Darstellung  des  symmetrischen
Heterotetramers.
6.1.1.2.    Die Funktionen des Annexin2-p11-Komplexes   
Dem  Annexin2-p11-Komplex  Calpactin  werden  in  der  Zelle  zahlreiche
Funktionen zugeschrieben, die eng mit den Eigenschaften seiner Komponenten
p11 und Annexin2 verbunden sind. 
Für Annexin2 ist besonders dessen Fähigkeit zur Bindung von Phospholipiden
und F-Actin bedeutsam, während p11 im Wesentlichen als Bindungspartner von
Transmembranproteinen an deren Transport  und funktionellen Expression an
der Zelloberfläche beteiligt sein soll.
Welche Aufgaben übernehmen aber Annexin2 und p11 als Komplex gemeinsam
in der Zelle? Als die wichtigsten Schlagworte fallen in diesem Zusammenhang
Beteiligung des Komplexes an membranären Prozessen und Blutgerinnung.
Calpactin  beeinflusst  durch  seine  Fähigkeit,  Membranen  miteinander  oder
Membranen mit F-Aktin zu verknüpfen, die Architektur der Zellmembran.
Rescher et al. zeigten erstmalig, dass das tetramere Annexin2 aus der Reihe
der  Phosphoinositide  selektiv  Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat  bindet.
Hierdurch  wird  das  Heterotetramer  gezielt  an  Phosphatidylinositol-(4,5)-
bisphosphat-reiche endosomale  Membranen sowie  an Zellmembrandomänen
rekrutiert, die gleichzeitig Bündelungspunkte für F-Aktin darstellen [31, 106]. Die
Bindung zwischen dem tetrameren Annexin2 und der Plasmamembran bzw. F-
Aktin  erfolgt  in  einem  Ca2+-abhängigen  Modus,  während  die  Bindung  an
endosomale Membranen Ca2+-unabhängig, aber Cholesterin-abhängig verläuft
[22, 52, 58]. 
In Studien fanden sich Hinweise, dass der Annexin2-p11-Komplex selbst über
Induktion  der  Segregation  von  Lipiden  und  über  Verknüpfung  der
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Plasmamembran  mit  dem  Aktin-Zytoskelett  an  der  Entstehung  von
Mikrodomänen in der Zellmembran beteiligt ist  [74]. 
Die  Interaktion  von  Calpactin  mit  dem  Protein  AHNAK  ist  einer  der
Mechanismen, über den das kortikale Aktin-Zytoskelett und die Architektur der
Zellmembran moduliert werden können [7].
Auch für Zell-Zell-Kontakte scheint der Annexin2-S100A10-Komplex bedeutsam
zu  sein.  Beispielsweise  wurde  für  MDCK-Zellen  eine  Beteiligung  des
Komplexes an der Ausbildung E-Cadherin basierter Adhärenskontakte oder an
der Ausbildung von Tight junctions gezeigt [68, 139].
Neben der strukturellen Organisation von Membranen übt Calpactin ebenfalls
Einfluss auf den Membrantransport aus.
Hier haben Annexin2 und p11 gemeinsam wahrscheinlich den intrazellulären
Transport von Transmembranproteinen als wesentliche Aufgabe. Dabei fungiert
p11 als Linker zwischen den transmembranären Proteinen und dem Annexin2.
Annexin2  seinerseits  vermittelt  dann  den  intrazellulären  Transport  zur
Plasmamembran  und/  oder  die  Verankerung  der  Proteine  an  bestimmte
Membrandomänen [105]. 
Jacob et al.  zeigten, dass Annexin2 als Bestandteil  von Lipid-Vesikeln deren
Transport  zur  apikalen  Membran von  polarisierten Epithelzellen  steuert  [48].
Dies  wäre  als  zellulärer  Mechanismus  denkbar,  in  polarisierten  Zellen
Transmembranproteine  gezielt  zur  Expression  an  die  apikale  Membran  zu
bringen.
Des  Weiteren  wird  das  tetramere  Calpactin  für  die  korrekte  subzelluläre
Verteilung  von  Recycling-Endosomen  benötigt  [37,  142].  Hingegen  ist  die
Degradation von frühen Endosomen zu Lysosomen vermutlich ausschließlich
von der monomeren Form von Annexin2 abhängig. Denn für eine Beteiligung
von p11 an der Assoziation von Annexin2 mit frühen Endosomen oder an dem
endosomalen Transport ergaben sich keine Hinweise [79]. 
Schließlich  ist  Calpactin  noch an der  Regulation der Blutgerinnung beteiligt,
indem  er  durch  seine  Interaktion  mit  Plasminogen,  Plasmin  und  Gewebe-
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Plasminaktivator in die Fibrin-Polymerbildung eingreift [65, 73]. 
6.1.2.    Bedeutung der CCR10-Calpactin-Interaktion     
Bei  dem  Chemokinrezeptor  CCR10  handelt  es  sich  um  einen  G-Protein
gekoppelten  Rezeptor,  der  auch  in  der  Zellmembran  von  Podozyten
nachgewiesen  worden  ist.  In  dieser  Dissertation  wurden  Annexin2  und  p11
mittels  Affinitätschromatographie  als  potentielle  Interaktionspartner  des
hCCR10  C-Terminus  aus  Podozyten-Gesamtlysat  isoliert  und  per  MS/MS-
Massenspektrometrie identifiziert. In einem zweiten Schritt wurde das Ergebnis
der  Affinitätschromatographie  im  Western-Blot  sowie  in  der  endogenen  Co-
Immunopräzipitation  verifiziert.  Die  direkte  Interaktion  von  dem  CCR10  C-
Terminus mit der p11-Untereinheit von Calpactin wurde gezeigt. 
In Anbetracht der dargelegten Studienergebnisse über Calpactin kann vermutet
werden,  dass  die  Interaktion von  hCCR10 mit  Calpactin  dem intrazellulären
Transport  des  Chemokinrezeptors  zur  Plasmamembran  und/  oder  seiner
Verankerung an bestimmten Membrandomänen dient. 
Mit CCR10 wäre demnach ein weiteres transmembranäres Protein identifiziert
worden, das über seinen C-Terminus an das p11-Dimer bindet. Das p11-Dimer
liegt intrazellulär in der Regel als Komplex mit zwei Annexin2-Molekülen vor und
würde in dieser Position als Linker zwischen hCCR10 und Annexin2 fungieren.
Über  die  Bindungsstelle  des  Annexins2  für  Phosphatidylinositol-(4,5)-
bisphosphat  könnte  das  hCCR10  in  Lipid-Vesikeln  angereichert,  in  diesen
gezielt zur Plasmamembran transportiert und dort funktionell exprimiert werden.
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat  ist  außerdem  das  Substrat  der
Phospholipase  β/γ,  die  von  G-Protein  gekoppelten  Rezeptoren  wie  CCR10
aktiviert wird und so einen Ca2+- Einfluss in die Zelle vermittelt. 
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                      Abb. 44: Transport von hCCR10 zur Plasmamembran
                                    [Bild: Dr. Christina Schäfer]
Für Annexin2 wurde weiterhin gezeigt, dass es in Epithelzellen den Transport
von  Lipid-Vesikeln  zur  apikalen  Zellmembran  bewirkte.  Auch  bei  Podozyten
handelt es sich um polarisierte Zellen mit einer apikalen Seite, einer basalen
Seite und der dazwischenliegenden Schlitzmembran. Auch findet sich bei ihnen
eine horizontale Polarität: Zellkörper versus Fußfortsätze. Es kann die These
aufgestellt werden, dass CCR10 in Podozyten über die Interaktion mit Calpactin
gezielt  zu  einer  Seite  der  Podozytenmembran  transportiert  wird.  Über  eine
Anreicherung in den Fußfortsätzen oder der Schlitzmembran könnte Calpactin
bzw. CCR10 auf Tight Junctions / Adherens Junctions Einfluss nehmen. Dies
wäre in weiteren Experimenten zu überprüfen.
6.1.3.    Zukünftige Projekte        
Die Interaktion von hCCR10 mit Calpactin soll in weiteren Experimenten näher
erforscht werden.
Mit der Immunfluoreszenzmikroskopie steht noch eine weitere Methode aus, die
Co-Lokalisation von Annexin2, p11 und hCCR10 zu verifizieren.
Weiterhin wäre es interessant zu untersuchen, wie sich die Herunterregulation
von  p11  bzw.  Annexin2  mittels  siRNA auf  die  Expression  von  hCCR10  im
Podozyten  auswirken  würde.  In  der  Immunfluoreszenz  könnte  dargestellt
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werden, welche Auswirkung dies auf die Lokalisation von hCCR10 hätte. Mittels
Oberflächenbiotinylierung  könnte  eine  veränderte  Menge  an  exprimierten
hCCR10  in  der  Plasmamembran  nachgewiesen  werden.  Weiterhin  könnte
überprüft  werden,  inwieweit  veränderte  Annexin2-/  p11-Mengen  Einfluss  auf
den CCL27/CCR10-vermittelten Ca2+-Einstrom in die Zelle haben. 
Eine wichtige Fragestellung ist auch, wo hCCR10, Annexin2 und p11 genau im
Podozyten (apikal, basolateral oder an der Schlitzmembran) exprimiert werden.
Hier könnte eine Immunogold-Färbung humaner Nieren Aufschluss geben.
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6.2.     Stimulation  von  Podozyten  mit  LPS  oder  Puromycin 
f
6.2.1.     Herunterregulation   von   CCR10   und   CCL28   nach 
Stimulation von Podozyten mit Puromycin oder LPS
In dieser Dissertation wurden kultivierte Podozyten  in vitro  mit dem Endotoxin
LPS oder mit dem nephrotoxischen Antibiotikum  Puromycin behandelt, um eine
Nierenschädigung  nachzustellen.  Die  anschließende  semiquantitative
Untersuchung  der  Expression  von  hCCR10  mittels  RT-PCR  ergab  eine
verminderte Expression sowohl von hCCR10 als auch von seinem Liganden
CCL28.
Andererseits wurde in Voruntersuchungen der Arbeitsgemeinschaft Pavenstädt
festgestellt,  dass  hCCR10  in  humanen  Nierenschnitten  von  Patienten  mit
glomerulären Erkankungen hochreguliert vorliegt. 
Bei  Bewertung  der  in  vitro Experimente  muss  jedoch  immer  berücksichtigt
werden, dass  in vivo nicht nur Podozyten sondern auch viele andere Zellen
z.B. eingewanderte T-Zellen an der Pathogenese der Entzündung beteiligt sind.
Es  könnten  unterschiedliche  Mechanismen  zum  Tragen  kommen,  die  die
gegensätzliche Expression von CCR10 bei glomerulären Erkrankungen in vivo
und bei der LPS- bzw. Puromycin induzierten Podozyten-Schädigung  in vitro
erklären würden.
6.2.2.     Hochregulation   von   B7.1  nach Stimulation  von  
Podozyten mit Puromycin oder LPS
In  dieser  Dissertation  wurde  weiterhin  mittels  RT-PCR  gezeigt,  dass  eine
Behandlung  von  kultivierten  Podozyten  mit  LPS  oder  mit  Puromycin  eine
verstärkte Expression von B7.1 zur Folge hat.
Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der Dissertation „Eine neue Rolle von
B7.1 als Regulator von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten“ von Loos [143]. In
seiner Arbeit zeigte dieser, dass die in vitro Behandlung von Podozyten mit LPS
über  TLR-4-Signaltransduktion  die  Expression  von  B7.1  und  eine
Reorganisation des Aktinzytoskeletts induziert.  In vivo führt  die Injektion von
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LPS in Wildtyp-Mäuse zu einer Schädigung der Fußfortsätze mit Proteinurie,
während B7.1-defiziente Mäuse vor der  LPS-induzierten Nephrose geschützt
sind. Dabei ist aktiviertes B7.1 für eine Umverteilung der drei Schlüsselproteine
der  Schlitzmembran  Nephrin,  CD2AP  und  ZO-1  und  für  die  daraus
resultierende  Proteinurie  verantwortlich  gemacht  worden.  Darüber  hinaus
scheint B7.1 im Podozyten an der Regulation von β1-Integrinen beteiligt zu sein
und in die Ausbildung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten einzugreifen. 
Die Ergebnisse dieser Dissertation lassen vermuten, dass B7.1 auch bei der
Puromycin-induzierten Nephrose analog zur LPS-induzierten Nephrose aktiviert
wird  und  dann  über  eine  Reorganisation  des  glomerulären  Filters  zur
Nierenschädigung beiträgt. 
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6.3.     Phosphorylierung           von           hCCR10            nach 
Stimulation mit CCL28
Die  Aminosäuren  Serin,  Threonin  und  Tyrosin  sind  durch  ihre  polare  OH-
Gruppe in der Seitenkette Kandidaten für Phosphorylierungen durch Kinasen,
wobei Serin statistisch betrachtet wohl am häufigsten phosphoryliert wird. 
Nach  den  Experimenten  dieser  Dissertation  ist  es  Serin,  welches  nach
Stimulation von CCR10 mit seinem Liganden CCL28 phosphoryliert wird. Damit
ist die Serin-Phosphorylierung wahrscheinlich ein Teil der Signalkaskade nach
Aktivierung des Rezeptors durch CCL28. Abbildung 45 zeigt die potientiellen,
intrazellulär gelegenen Phosphorylierungsstellen für hCCR10. Herausgehoben
sind in rot die Serin-Reste.
Zur genauren Lokalisierung der Serin-Phosphorylierung müsste ein  'Mapping'
mit Deletionsmutanten durchgeführt werden.
           Abb. 45: Potentielle Phosphorylierungsstellen von hCCR10 [Bild: K. Füller] 
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6.4.     Die        Funktion        von        CCR10        in        vivo: 
CCR10-Knockout-Mäuse
Der  Chemokinrezeptor  CCR10  scheint  eine  Rolle  in  glomerulären
Erkrankungen zu spielen.  Bisher konnte jedoch nicht geklärt  werden, ob der
Rezeptor protektiv auf den Podoyzten wirkt oder gar an der Pathogenese von
Nierenerkrankungen beteiligt ist. Aufschlussreich sollte hierfür der Vergleich von
Widtyp-Mäusen  mit  CCR10-Knockout-Mäusen  bei  der  Durchführung
verschiedener  Krankheitsmodelle  sein.  Dazu  ist  es  zunächst  unerlässlich
nachzuweisen,  dass  Wildtyp-Mäuse  CCR10  exprimieren,  wohingegen
Knockout-Mäuse CCR10-defizient sind. 
In  dieser  Dissertation  wurde  auf  DNA-Ebene  mittels  PCR-Genotypisierung
gezeigt, dass die CCR10-Knockout-Mäuse die Gen-Kassette exprimieren, die
das CCR10-Gen ausschalten soll.  Diese Methode ist  aufgrund der  geringen
Menge an Gewebeproben, die von der Maus benötigt wird, und der einfachen
Durchführbarkeit gut zur Genotypisierung geeignet. 
Zusätzlich sollte auch noch auf Protein-Ebene, die Expression bzw. fehlende
Expression von CCR10 gezeigt werden. Dazu führt man mit Proteinextrakt von
der Wildtyp-/ Knockout- Maus eine SDS-Page durch und überprüft im Western-
Blot, ob CCR10 exprimiert wurde oder nicht.  
Um den Phänotyp der  Knockout-Mäuse zu ergründen, sind in naher Zukunft
folgende  Experimente  geplant.  Im  Mausmodell  soll  eine  Glomerulonephritis
induziert  werden,  indem  den  Mäusen  Kaninchenserum,  das  gegen  die
Basalmembran gerichtete Antikörper enthält, gespritzt wird. Durch Messung von
Kreatinin- und der Albuminmenge im Harn einerseits, durch Untersuchung von
Nierenschnitten  der  Mäuse  andererseits,  soll  die  Schwere  der
Glomerulonephritis von Wildtyp-Maus und  Knockout-Maus verglichen werden.
Dies  könnte  aufzeigen,  ob  das  Vorhandensein  von  CCR10  protektiv  oder
schädigend  für  das  Glomerulum  bei  der  Pathogenese  entzündlicher
Nierenerkrankungen wirkt.
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